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RÉSUMÉ 
 
La vitamine K permet l’activation biologique de 14 protéines identifiées à ce jour et qualifiées de " vitamines K 
dépendantes" (PVKD). Ces PVKD peuvent être d’origine hépatique et jouer un rôle important dans l’hémostase ou 
être extrahépatiques et intervenir dans l’équilibre phosphocalcique, énergétique ou encore l’inflammation. Un 
recyclage très efficient de la vitamine K par l’enzyme VKORC1 permet d’en limiter grandement les besoins 
nutritionnels, ce qui explique que la carence totale pour cette vitamine n’est pas décrite dans la population générale. 
Chez certaines personnes, une subcarence pourrait cependant exister et contribuer au développement de 
calcifications de la média des parois vasculaires et augmenter ainsi le facteur de risque cardio-vasculaire. Ce type 
de calcification est retrouvé chez les personnes hémodialysées, présentant un diabète ou tout simplement au cours 
du vieillissement. Le lien entre cette subcarence et les calcifications vasculaires est difficilement étudiable chez 
l’Homme du fait d’une évolution lente et d’effets pouvant être masqués par d’autres facteurs environnementaux. 
Pour pouvoir étudier directement ce phénomène, un modèle animal a été développé et caractérisé. Des rats 
sauvages présentant une mutation simple sur le gène Vkorc1 ont été croisés sur 10 générations avec des rats de 
laboratoire de type sprague-dawley. La lignée ainsi créée, dispose d’un fond génétique de rat de laboratoire et n’est 
mutée que pour le gène Vkorc1. Cette mutation augmente fortement leur besoin en vitamine K dans l’alimentation 
du fait d’un recyclage fortement altéré. En outre, un régime alimentaire déficient en vitamine K a été administré à 
ces rats pendant plusieurs semaines.  
 
Après 12 semaines de subcarence, les rats mâles présentaient des calcifications vasculaires médiales importantes 
de l’aorte, des poumons, des testicules et du cœur, et ces calcifications augmentent proportionnellement avec la 
durée de la restriction. La coagulation est maintenue bien qu’une diminution de l’activité des facteurs de la 
coagulation vitamine K dépendants soit observée. La matrix-gla-protéine tissulaire ainsi que l’ostéocalcine 
plasmatique, qui sont des PVKD impliquées dans l’inhibition des calcifications vasculaires, sont retrouvées 
accumulées sous leur forme inactive. Dans le même temps, la concentration en vitamine K tissulaire est très 
fortement diminuée. Ces résultats ne sont pas observés chez les rats non mutés subcarencés ni chez les rats 
mutés non-subcarencé. De manière générale la subcarence n’a qu’un impact limité chez les femelles bien que de 
légères calcifications vasculaires soient également observées.  
Les tentatives de subcarences en vitamines K chez des rats spragues dawleys sont soit sans effets sur l’apparition 
de calcifications vasculaires soit ils se traduisent par une forte mortalité par hémorragie témoignant d’une marge 
très étroite entre carence et subcarence chez ces animaux. Dans notre modèle, cette marge est artificiellement 
augmentée. Le peu de vitamine K disponible apporté par l’alimentation ou par l’activité de coprophagie se retrouve 
prioritairement utilisé par le foie permettant ainsi la synthèse des  PVKD hépatiques impliquées dans la coagulation. 
Les tissus périphériques sont fortement déplétés en vitamine K et les PVKD extra-hépatiques se retrouvent 
accumulées sous leur forme inactive.  
 
Ce travail permet pour la première fois de montrer l’existence d’un lien fort entre subcarence en vitamine K et 
calcifications vasculaires. Ce modèle de subcarence qui est simple à mettre en place et non invasif pourrait servir 
à une meilleure compréhension du rôle des différentes PVKD extra-hépatiques. Il constitue également un modèle 
de choix pour l’étude des calcifications médiales et de leurs évolutions. 
 
Mots-clés : Vitamine K, Phylloquinone, Ménaquinone, subcarence, VKORC1, VKORC1L1, 
minéralisations vasculaires, rat, MGP, Ostéocalcine, PVKD.  
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1 INTRODUCTION GÉNÉRALE  
 
La vitamine K désigne une famille de molécules possédant toutes un noyau naphtoquinone 
permettant une modification post transcriptionnelle de certaines protéines, la gamma-
caboxylation, en agissant comme cofacteur avec l’enzyme gamma-glutamyl-carboxylase. 
Cette gamma-carboxylation va permettre l’activation biologique de certaines protéines dites " 
vitamines K dépendantes" (PVKD) en leurs conférant une affinité importante pour les cations 
divalents et tout particulièrement pour le calcium.  
Ces PVKD peuvent être d’origine hépatique et intervenir alors dans la coagulation sanguine 
ou être extra-hépatiques et jouer un rôle dans le métabolisme phosphocalcique, énergétique 
ou encore l’inflammation.  
Pendant cette réaction de gamma-carboxylation la vitamine K disponible sous forme 
hydroquinone est oxydée en vitamine K époxyde. Cette vitamine K époxyde pourra être 
recyclée plus de 500 fois par l’action de l’enzyme VKORC1 permettant ainsi de réactiver à 
nouveau une PVKD.  
Ce recyclage efficace de la vitamine K, permet en condition normale d’en limiter les besoins 
nutritionnels, et il n’est pas décrit de phénomène carence pour cette vitamine, dans la 
population générale. 
Chez certaines personnes, une subcarence en vitamine K pourrait cependant exister et 
contribuer au développement de calcifications vasculaires de types médiales.  
Ces calcifications sont retrouvées chez les personnes hémodialysées, présentant un diabète 
de type II ou tout simplement au cours du vieillissement.  
 
L’impact de cette subcarence est difficilement étudiable chez l’Homme du fait d’une évolution 
lente et d’effets pouvant être masqués par d’autres facteurs environnementaux.  
Pour pouvoir étudier directement ce phénomène de subcarence et de ses phénomènes 
associés, il serait très utile de disposer d’un modèle animal.  
 
L’administration d’un régime pauvre en vitamine K chez des rats standards de laboratoire 
engendre une forte mortalité par hémorragie au bout de quelques jours ou reste sans aucun 
effet et aucune minéralisation vasculaire n’est observée. Cela témoigne d’une marge 
extrêmement étroite entre carence et subcarence chez ces animaux. 
Certains rats sauvages sont porteurs de SNP sur leur gène Vkorc1 responsable du recyclage 
de la vitamine K. Ces mutations ponctuelles apportent l’avantage d’une résistance aux 
anticoagulants anti-vitamines K (AVK) dont la cible d’inhibition est Vkorc1. En contrepartie, ces 
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rats présentent un recyclage altéré de cette vitamine et les besoins nutritionnels sont alors 
fortement augmentés. C’est le coût biologique de la mutation. 
Chez certains de ces animaux et notamment chez les vieux mâles il a déjà été observé des 
minéralisations de l'aorte et de certains vaisseaux des tissus périphériques. Ce dernier 
élément peut laisser penser qu’un lien entre subcarence en vitamine K et calcification 
vasculaire existe bien chez ces animaux.  
 
L’USC1233 dispose de plusieurs lignées de rats sauvages dont le gène Vkorc1 muté a été 
transmis par introgression sur plusieurs générations dans une lignée de rats de laboratoires 
de type sprague-dawley.  
Notre hypothèse centrale pour ce travail est qu’en administrant un régime pauvre en vitamine 
K chez ces rats-là, il serait possible d’établir un état de subcarence ce qui n’a jamais pu être 
observé chez les rats standards de laboratoire. Le lien fort entre subcarence et calcifications 
vasculaires serait également établi. 
 
Ces animaux en développant des minéralisations vasculaires spontanées pourraient alors 
servir de modèle d’étude pour permettre une meilleure compréhension des mécanismes de 
développement des calcifications médiales également observées chez l’Homme.  
D'une manière plus générale, ce modèle servirait à une meilleure compréhension du 
métabolisme de la vitamine K et notamment aux rôles des différentes PVKD extrahépatiques. 
 
La partie suivante de bibliographie reprend de manière plus détaillée les différents concepts 
développés dans cette introduction. 
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2 BIBLIOGRAPHIE 
 
2.1 Les vitamines K 
2.1.1 Historique : 
 
En travaillant sur le métabolisme du cholestérol en 1929 le biochimiste Danois Henrick Dam a 
nourrit des poulets avec une alimentation préalablement extraite à l’aide de solvants non 
polaires pour en retirer les stérols et observa l’apparition de syndromes hémorragiques. Ces 
hémorragies internes furent observées dans 60-70% des cas avec des premiers cas à 11 jours 
et plus fréquemment après 15-20 jours. Lorsque l’amidon fut remplacé par des céréales le 
syndrome disparut et l’ajout d’acide ascorbique ne modifia pas le phénomène. Il en déduisit 
que ce syndrome était dû à l’absence d’un facteur nutritionnel présent dans les céréales (Dam 
and Schönheyder, 1934).  
 
En 1935 Henrik Dam a montré que le syndrome hémorragique pouvait être prévenu par 
l’administration de graines de chanvre ou de foie de porc. L’ajout de vitamine A et D et alpha 
ou bêta-carotène ne permet pas de prévenir le syndrome hémorragique. Le principe actif 
antihémorragique a pu être extrait du foie de porc à l’aide d’éther et a été nommé vitamine K 
du mot « Koagulation » en Danois. Cette vitamine K semble être proche d’un point de vue 
structural de la vitamine E (Dam, 1935).  
 
En 1936 Henrik Dam propose une unité pour la vitamine K. 1000 unités vitamine K sont 
nécessaire pour un animal de 333g pendant 3 jours pour lui permettre de retrouver une 
coagulation normale. Ainsi la luzerne séchée présente 250 unités vitamine K. Différentes 
méthodes d’extractions et de concentrations ont été étudiées et ont permis d’obtenir un extrait 
concentré à 600000-1000000 d’unités par gramme. Dans cette étude il est mis en évidence 
que la vitamine K est assez peu sensible à la chaleur, mais très sensible à la lumière (Dam 
and Schønheyder, 1936).  
 
En 1939, le chimiste américain Albert Doisy et son équipe ont isolé de manière quasiment pure 
la vitamine K1 (Binkley et al., 1939) et la vitamine K2 (McKEE et al., 1939). Cette même année 
la synthèse chimique de la vitamine K1 a été réalisée par la même équipe (Maccorquodale et 
al., 1939).  
 
Albert Doisy et Henrick Dam se sont partagé le prix Nobel de physiologie et de médecine en 
1943 pour leurs travaux réalisés sur la vitamine K.  
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2.1.2 Définition, structures et propriétés physico-
chimiques 
 
Le terme vitamine K regroupe une famille de molécules apparentées contenant toutes un 
noyau 1,4-naphtoquinone substitué en position 2 par un groupement méthyle (figure 1). Cette 
forme simple 2-methyl-1,4-naphtoquinone est aussi appelée ménadione (MD) ou vitamine K3. 
D’origine synthétique la MD génère de grandes quantités d’espèces réactives de l’oxygène et 
présente ainsi une cytotoxicité importante au niveau des hépatocytes (Thor et al., 1982) ou 
des érythrocytes (H. Trad and Butterfield, 1994). Dans certains cas liés à l’hérédité ou à des 
doses importantes, elle a été associée à des anémies hémolytiques ou une hyperbilirubinémie 
chez l’enfant (Pediatrics and Nutrition, 1961). Pour ces raisons elle est absente de 
l’alimentation humaine, mais elle reste régulièrement utilisée en nutrition animale et chez les 
rongeurs de laboratoire (Fu et al., 2007) (McDowell, 2012). Contrairement aux autres formes 
plus complexes de la vitamine K, elle ne possède pas directement d’activité biologique sur la 
coagulation et sert de précurseur à d’autres formes actives (Buitenhuis et al., 1990a) (Krossøy 
et al., 2010),(Hirota et al., 2013a). Elle peut être considérée par conséquent comme une 
provitamine K. Les différentes formes de vitamines K se distinguent en fonction de la longueur 
et du type de la chaine carbonée en position 3 sur le noyau naphtoquinone.  
 
Lorsque cette chaine carbonée est de type phytyle, on parle de phylloquinone (PK) ou vitamine 
K1 (figure 1b). La PK est synthétisée uniquement par les plantes, les algues vertes et certaines 
cyanobactéries (Basset et al., 2016). On la retrouve par conséquent principalement dans les 
légumes verts et cette forme est en apport majoritaire dans l’alimentation humaine. C’est la 
première des formes à avoir été découverte et elle sert actuellement comme médicament de 
référence en cas d’intoxication aux antivitamines K comme la warfarine. (Tran et al., 2014), 
(Hirsh et al., 2003).  
 
Si la chaine carbonée est de type prényle, on parle de ménaquinone (MK) (figure1c). Cette 
chaine isoprène peut être répétée de 4 à 13 fois. On distingue ainsi la ménaquinone-4 (MK4), 
la ménaquinone-7 (MK7) ou encore la ménaquinone-9 (MK9). La MK4 est la forme de 
stockage de la vitamine K au niveau des tissus des mammifères alors que les MK à plus 
longues chaines comme la MK7 et la MK9 sont d’origine bactérienne. L’apport alimentaire en 
MK est minoritaire et se retrouve donc principalement dans les viandes et les aliments 
fermentés comme le natto (aliment japonais à base de haricots de soja) ou encore le miso. 
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Les vitamines K sont lipophiles. Cette propriété qui peut être appréciée par le logP (tableau 1) 
est due à la nature et à la longueur de leurs chaines carbonées. Les vitamines K sont aussi 
thermostables et photosensibles (Ferland and Sadowski, 19, 92). 
 
Figure 1 : Structure chimique des différentes vitamines K. (a) Ménadione (b) Phylloquinone 
(c) Ménaquinone. 
 
Tableau 1 : Caractéristiques physico-chimiques des 5 principales vitamines K. 
 
 
Depuis la découverte des différentes vitamines K naturelles, de nombreuses molécules 
analogues ont été synthétisées par différentes équipes et leurs activités biologiques ont été 
comparées entre elles (Griminger, 1967), (Suhara et al., 2012), (Suhara et al., 2010), (Vermeer 
et al., 2017) (figure 2). Avec leurs structures, leurs pharmacocinétiques et leurs distributions 
tissulaires légèrement différentes, ces analogues pourraient servir à une meilleure 
compréhension du métabolisme de la vitamine K.  
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Figure 2 : Exemples d’analogues de vitamines K synthétiques. Adapté de « Structure-activity 
relationship of novel menaquinone-4 analogues: modification of the side chain affects their 
biological activities. J. Med. Chem. 55, 1553–1558. » (Suhara et al., 2012). 
 
 
2.1.3 Recommandations nutritionnelles 
 
La première tentative pour déterminer les besoins en vitamine K a été réalisée en 1967 chez 
des hommes âgés hospitalisés (Frick et al., 1967). Cette quantité a été déterminée à partir de 
la dose en vitamine K nécessaire pour restaurer la coagulation anormalement perturbée chez 
ces personnes. Cette étude a abouti à une recommandation de 0,75 à 1 μg/kg/jour. Depuis 
ces années, le rôle de la vitamine K ne se limite plus au maintien de la coagulation et elle 
semble aussi impliquée dans de nombreux rôles physiologiques comme le métabolisme 
osseux, le métabolisme des sphingolipides, le métabolisme énergétique, dans l’inflammation 
ou encore la prévention du stress oxydatif (Booth, 2009), (Denisova and Booth, 2005), (Li et 
al., 2003).  
 
Pour évaluer les besoins en vitamine K de manière plus précise en prenant en compte ces 
nouveaux rôles métaboliques, il y a la nécessité de trouver de nouveaux biomarqueurs. En 
attendant de pouvoir établir des recommandations plus précises, les apports nutritionnels de 
référence canadienne (ANREF) présentent des niveaux d’apport suffisant pour la vitamine K 
plutôt qu’un apport nutritionnel recommandé. Ce niveau d’apport suffisant est basé sur l’apport 
alimentaire médian en PK des individus en bonne santé apparente de l’enquête NHANES 
(Trumbo et al., 2001) (tableau 2). Le 22 mai 2017, l’autorité européenne de sécurité des 
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aliments (EFSA) a établi des valeurs nutritionnelles de références pour la vitamine K dans le 
cadre de la révision des conseils scientifiques sur les apports nutritionnels (EFSA Panel on 
Dietetic Products, Nutrition and Allergies (NDA) et al., 2017). Ces valeurs sont équivalentes à 
celles établies en 1993 par le groupe d’experts sur les produits diététiques, la nutrition et les 
allergies (tableau 3).  
 
Tableau 2 : Apports nutritionnels de référence canadienne (ANREF) pour la vitamine K. 
 
 
Tableau 3 : Valeurs nutritionnelles de références pour la vitamine K. EFSA 22 mai 2017. 
 
 
Il existe d’autres recommandations assez similaires dans les autres pays. Le problème majeur 
est que les études qui ont permis de déterminer ces recommandations ne se sont basées que 
sur les apports en PK dans la population générale. Il y a un manque de données sur les apports 
en MK et il n’existe pas de distinction en matière de recommandations entre la PK et les MK.  
Les nouveau-nés présentent un système de coagulation relativement fragile qui se traduit par 
un niveau en facteurs de coagulation immatures augmenté. Cela peut s’expliquer par des 
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« réserves » hépatiques assez faibles à la naissance (environ 5 à 6 fois plus faibles) 
comparées à l’adulte. La différence observée entre les réserves hépatiques du nouveau-né et 
de l’adulte est que le nouveau-né ne dispose pas de réserve de MK à longues chaines alors 
ces MK à longues chaines représentent 90% des réserves de l’adulte. Le nouveau-né va 
acquérir cette réserve au fur et à mesure de la colonisation par la flore microbienne de son 
tube digestif. Pour ces raisons, et pour prévenir les cas d’hémorragies infantiles, dont le pic se 
situe entre 3 et 8 semaines, les nouveau-nés sont supplémentés en PK au cours de leurs 
premières semaines. Les besoins en vitamine K chez le nouveau-né sont aussi plus élevés 
que chez l’adulte si on les exprime en fonction du poids de corps. 
 
 
2.1.4 Rôles physiologiques de la vitamine K 
 
Le rôle principal et le mieux décrit de la vitamine K est d’être le cofacteur de l’enzyme γ-
glutamyl-carboxylase (GGCX) permettant ainsi l’activation de protéines dites vitamines K 
dépendantes (PVKD). En activant ces PVKD, la vitamine K joue de nombreux rôles indirects 
comme le maintien de la coagulation, le maintien de l’équilibre ostéocalcique, la régulation du 
métabolisme du glucose, la régulation de l’inflammation ou encore la limitation de la 
prolifération cellulaire. Le fonctionnement de la GGCX et la description des différentes PVKD 
sont respectivement détaillés dans les sections 2.1.5.5.1 et 2.2 de ce manuscrit.  
La vitamine K possède d’autres rôles secondaires moins connus qui ont fait l’objet d’une revue 
de littérature par Shearer et al en 2008 (Shearer and Newman, 2008). Ainsi la vitamine K 
jouerait un rôle dans la lutte contre le stress oxydant, la synthèse des sphingolipides et le 
devellopement de certains cancers.  
La vitamine K aurait également la capacité de se fixer aux récepteurs nucléaires des stéroïdes 
et xénobiotiques (SXR/PXR) (Tabb et al., 2003). Ces rôles encore méconnus sont 
interconnectés et peuvent être directement ou indirectement portés par la vitamine K.  
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2.1.5 Métabolisme de la vitamine K 
2.1.5.1 Sources et apports alimentaires  
 
La PK est la forme principalement consommée dans l’alimentation humaine et cet apport se 
fait par les légumes verts, tels que les épinards ou les brocolis, à hauteur d’environ 60%-90% 
de l’apport quotidien (Thane et al., 2002), (Booth and Suttie, 1998), (Schurgers et al., 1999). 
Certains autres végétaux et quelques huiles comme l’huile de soja ou de colza en contiennent 
aussi des quantités importantes (Ferland and Sadowski, 1992) (Booth et al., 1993) (tableau 
4). Durant les processus industriels de plus en plus répandus d’hydrogénisation des huiles et 
des matières grasses, une partie de la PK est transformée en dihydrophylloquinone (Davidson 
et al., 1996). Cette forme hydrogénée peut représenter une part non négligeable de la vitamine 
K ingérée quotidiennement (Booth et al., 1996). Peu d’informations sont disponibles pour 
évaluer les effets d’une telle consommation, mais il a été montré que la dihydrophylloquinone 
pouvait servir de cofacteur à la GGCX et prévenir les syndromes hémorragiques induits par la 
warfarine chez le rat (Sato et al., 2003). Cette forme ne semble cependant pas pouvoir se 
convertir en MK4 comme c’est le cas avec la PK. 
 
Les MK ne représentent qu’un apport minoritaire dans l’alimentation. La MK4 étant la forme 
de « stockage » de la vitamine K chez les animaux, les principales sources sont les viandes 
et le jaune d’œuf (Schurgers and Vermeer, 2000). Les produits fermentés tel que le natto, le 
miso, le chou fermenté ou les fromages sont riches en MK à longues chaines. Le type de MK 
produit sera fonction de la souche bactérienne responsable de la fermentation. Ainsi on 
trouvera dans le natto et le miso une part importante de MK7. Le natto et le miso sont 
traditionnellement consommés au Japon et peuvent représenter une part importante de 
l’apport quotidien dans cette population (Kamao et al., 2007). La MK9 et dans une moindre 
mesure la MK8 vont se retrouver dans les fromages (Manoury et al., 2013).  
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Tableau 4 : Teneur en phylloquinone de certains aliments. D’après « Vitamin K1 
(Phylloquinone) Content of Foods : À Provisional Table » (Booth et al., 1993). 
 
 
Le microbiote intestinal qui est un écosystème complexe et très diversifié est aussi dans une 
moindre mesure responsable de l’apport quotidien en vitamine K. Certaines bactéries qui le 
composent sont capables de synthétiser différentes formes de MK indépendamment de 
l’apport alimentaire. Chez ces bactéries, ces MK servent de partenaire d’oxydoréduction dans 
la chaine de transport des électrons et dans la phosphorylation oxydative (Collins and Jones, 
1981). Cette synthèse se fait majoritairement au niveau du colon qui représente le plus grand 
réservoir bactérien du tractus digestif. À cet endroit les espèces bactériennes sont 
nombreuses, principalement anaérobies strictes, et de type bactéroïdes et bifidobacteria. Chez 
l’Homme, les MK6 sont synthétisées par Eubacterium lentum, MK7 par Veillonella, MK8 par 
Enterobacteria et MK10 et MK11 par Bacteroides (Fernandez and Collins, 1987), (Conly and 
Stein, 1992). L’absence de sels biliaires dans cette partie du tube digestif ne permettrait pas 
cependant une bonne assimilation des différentes MK et le rôle du microbiote intestinal comme 
acteur de l’apport en vitamine K reste controversé. Certains animaux comme le rat et la souris 
qui adoptent une activité de coprophagie peuvent cependant trouver dans leurs fèces une 
source assimilable non-négligeable de MK à longues chaines.  
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2.1.5.2 Absorption intestinale 
 
Par sa nature fortement lipophile, l’absorption intestinale de la vitamine K suit celle des lipides. 
Au niveau du duodénum les lipides sont hydrolysés sous l’action des enzymes pancréatiques 
et émulsifiés en gouttelettes (micelles) sous l’action des sels biliaires. Ces micelles vont 
ensuite pouvoir être présentées au niveau de la bordure en brosse des entérocytes et les 
différents nutriments, dont la vitamine K, vont pouvoir y être absorbés soit par diffusion au 
niveau de la membrane soit par l’action de transporteurs protéiques. À ce jour plusieurs 
transporteurs comme Niemann-Pick C1 like 1 (NPC1L1), scavenger receptor class B type I 
(SR-BI), cluster of différentiation 36 (CD36) semblent être impliqués, mais leurs rôles exacts 
ne sont pas encore clairement déterminés (Goncalves et al., 2014), (Yamanashi et al., 2017), 
(Reboul and Borel, 2011). Cette phase d’absorption est principalement réalisée dans la partie 
proximale de l’intestin grêle. 
 
La biodisponibilité de la vitamine K est relativement faible et fortement dépendante de la 
matrice alimentaire, du type de préparation et de la consommation de lipides. Ainsi la PK 
contenue dans les légumes verts est six fois moins bien absorbée que sous la forme d’un 
complément alimentaire en tablette et cette absorption se fait moins rapidement (Garber et al., 
1999). La consommation d’un corps gras au moment de la prise alimentaire permet cependant 
de multiplier par 3 la disponibilité de la PK (Gijsbers et al., 1996). Une étude comparative entre 
la PK, MK4 et MK9 et la cinétique plasmatique de ces composés a montré une biodisponibilité 
en MK4 et MK7 inférieur à celle de la PK (Schurgers and Vermeer, 2002). Cette plus faible 
concentration pourrait s’expliquer soit par une moins bonne absorption des MK à longues 
chaines ou à une absorption tissulaire (clairance) plus rapide que celle de la PK ou les deux. 
Dans le même temps ces mêmes auteurs montrent que la MK7 contenue dans le natto est 10 
fois mieux absorbée que la phylloquinone dans les épinards montrant une fois de plus 
l’importance de la matrice alimentaire dans la biodisponibilité de la vitamine K (Schurgers and 
Vermeer, 2000b). 
 
 
2.1.5.3 Transport et distribution tissulaire (figure 3) 
 
Une fois absorbée au niveau des entérocytes la PK va être intégrée au sein les chylomicrons 
naissants et va rejoindre le réseau lymphatique puis le réseau sanguin via le canal thoracique 
comme n’importe quelle autre vitamine liposoluble (Blomstrand and Forsgren, 1968).  
Une fois dans la circulation sanguine, les chylomicrons vont s’enrichir en apolipoprotéines 
(apoC et apoE) à partir des lipoprotéines de haute densité (HDL).  
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Au niveau des capillaires sanguins des différents tissus, ces chylomicrons vont perdre leurs 
triglycérides sous l’action de la lipoprotéine lipase.  
Les chylomicrons se retrouvent alors sous la forme de plus petites particules, les chylomicrons 
remnants (CMr) contenant toujours la vitamine K au sein de leur cœur lipophile.  
Ces CMr vont être internalisés par les hépatocytes via les récepteurs LDLR et LRP. Une partie 
de la vitamine K va alors être captée par le foie et une autre partie va être réincorporée au 
sein des lipoprotéines de très basse densité (VLDL) contenant des apoB-100 et retourner dans 
la circulation sanguine. Ces VLDL vont continuer à perdre leur triglycéride sous l’action de la 
lipoprotéine lipase et se transformer en lipoprotéines de densité intermédiaire (IDL) et LDL. 
Les CMr ainsi que les VLDL forment les triglycérides-rich lipoproteins (TLR) qui sont les 
transporteurs majoritaires de la phylloquinone circulante. Une part plus faible, mais non 
négligeable de la phylloquinone circulante se retrouve également dans les LDL et HDL 
(Lamon-Fava et al., 1998). 
En dehors du foie, les récepteurs des lipoprotéines LDLR et LRP1 vont permettre d’internaliser 
à leur tour ces TLR et LDL et capter la phylloquinone. 
Il semblerait que les ostéoblastes puisent la phylloquinone majoritairement via les CMr, et les 
ménaquinones à longues chaines comme la MK7 via les LDL (Shearer and Newman, 2008).  
 
 
Figure 3 : Absorption intestinale et distribution tissulaire de la vitamine K : exemple de la 
MK7 et PK. D’après « Metabolism and cell biology of vitamin K » (Shearer and Newman, 
2008). 
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2.1.5.4 UBIAD1 et bioconversion  
 
En 2001 et 2003 l’équipe de McGarvey essaye d’identifier des transcrits qui seraient sous ou 
sur exprimés au dans des cellules urothéliales transitionnelles (TCC) responsable du cancer 
de la vessie. Ils identifient un gène nommé TERE1 pour « transitionnal ephithelial response 
gene 1 » dont les transcrits sont sous exprimés de 61% à 75% dans ces cellules TCC par 
rapport à des cellules normales (McGarvey et al., 2001), (McGarvey et al., 2003). Ce gène 
TERE1 ou encore appelé UBIAD1 pour UbiA prenyltransferase domain containing 1 est 
localisé chez l’Homme au niveau du Chromosome 1p36 entre le microsatellite D1S2667 et 
D1S434. Il code pour une prényl transférase de 338 AA du même nom pour un poids 
moléculaire de 36,8 kDa. Cette protéine est composée 10 domaines transmembranaires, une 
extrémité C-terminale et N-terminale au niveau de la lumière du réticulum endoplasmique, un 
domaine CRAC qui est connu pour interagir avec le cholestérol et un domaine FARM 
(Nickerson et al., 2013) (figure 4). 
 
 
Figure 4 : Topologie d’UBIAD1. Adapté de « Ectopic expression of the TERE1 (UBIAD1) 
protein inhibits growth of renal clear cell carcinoma cells: Altered metabolic phenotype 
associated with reactive oxygen species, nitric oxide and SXR target genes involved in 
cholesterol and lipid metabolism » (Fredericks et al., 2013). En vert les domaines CRAC et 
FARM. Encerclées en rouge, différentes mutations impliquées dans la SSCD. 
 
UBIAD1 pourrait interagir avec apoE que l'on retrouve dans les chylomicrons et les IDL et jouer 
ainsi un rôle important dans le métabolisme des lipides (McGarvey et al., 2005). Cela est 
confirmé lorsqu’en 2007 des mutations au niveau d’UBIAD1 ont permis de montrer son 
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implication directe dans le développement de la maladie génétique rare appelée « Schnyder 
crystaline cornéal dystrophy » (SSCD) (Orr et al., 2007). Cette maladie a été décrite pour la 
première fois en 1924 par Went puis de manière plus approfondie par Schnyder en 1929. Elle 
se caractérise par une accumulation anormale de phospholipides et de cholestérol dans la 
cornée conduisant à son opacification en entrainant ainsi une diminution de l’acuité visuelle. 
UBIAD1 est la seule enzyme identifiée capable de synthétiser de la MK4 à partir de la PK, MD, 
mais aussi à partir de la MK4 elle-même.  
Une forte corrélation entre les transcrits UBIAD1 et la concentration en MK4 dans les tissus, 
sauf pour le cœur est aussi mise en évidence (Nakagawa et al., 2010). Cette synthèse est 
possible grâce à l’activité prényle transférase et se déroule en 2 étapes : 
? Dans un premier temps, la vitamine K par voie orale est absorbée au niveau de l’intestin 
puis clivée. Il y a relargage de ménadione sous sa forme quinone dans le sang et la 
lymphe.  
? Dans un deuxième temps, la MD entre dans les tissus sous sa forme hydroquinone 
puis est utilisée comme cosubstrat avec de la géranylgéranyl pyrophosphate (GGPP) 
par UBIAD1 pour former de la MK4 via une réaction de prénylation (Nakagawa et al., 
2010) (Hirota et al., 2013b) (figure 5).  
 
La GGPP est un métabolite de la voie du mévalonate. Les statines semblent être un 
inhibiteur d’UBIAD1, mais pas la warfarine (Hirota et al., 2015). 
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Figure 5 : Formation de ménaquinone-4 à partir de phylloquinone ou ménadione et de 
GGPP. D’après « Menadione (Vitamin K3) is a Cataboloc Product of Oral Phylloquinone 
(Vitamin K1) in the Intestine and a Circulating Precursor of Tissue Menaquinone-4 (Vitamine 
K2) in Rats » (Hirota et al., 2013b). 
 
UBIAD1 est indispensable au développement vasculaire embryonnaire aussi bien chez le 
zebrafish (Hegarty et al., 2013) que chez la souris (Nakagawa et al., 2014). Un modèle de 
zébrafish présentant un phénotype hémorragique appelé « reh » présente un développement 
embryonnaire anormal, non viable avec des hémorragies létales. Ce phénotype est lié à une 
mutation faux-sens en position 65 du gène UBIAD1. L’ajout de MK4 dans des œufs fécondés 
permet de maintenir la survie embryonnaire, mais pas la PK qui ne peut être convertie sous 
l’action d’UBIAD1 mutée (Hegarty et al., 2013).  
Un knock-out (KO) d’UBIAD1 entraine également une mort embryonnaire chez la souris entre 
7,5 et 10 jours. Cette mortalité embryonnaire peut être repoussée dans le temps en 
supplémentant la mère en MK4 (Nakagawa et al., 2014). Cela vient confirmer les résultats 
précédemment obtenus chez le zébrafish. 
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2.1.5.5 Recyclage de la vitamine K 
 
L’apport alimentaire en vitamine K étant limité, l’organisme a mis en place un système de 
recyclage efficace permettant le maintien d’une quantité suffisante pour assurer les fonctions 
biologiques. L’efficacité de ce cycle est telle qu’on évalue à environ 500 fois la capacité de 
régénération d’une molécule de vitamine K avant son élimination (Chatrou et al., 2011). 
 
Ce recyclage fait intervenir plusieurs enzymes et se déroule de la manière suivante (figure 6) :  
 
1 / La vitamine K hydroquinone (KH2) en présence d’oxygène et de CO2 sert de cofacteur à la 
GGCX (cf section 2.1.5.5.1) permettant la y-carboxylation d’une PVKD (cf section 2.2).  
 
2/ Cette réaction va aboutir à l’activation d’une PVKD, à l’oxydation de la KH2 en vitamine K 
époxyde (Kox) et de la production d’une molécule d’H2O. 
 
3/ La Kox va ensuite être réduite sous l’action de la vitamine K époxyde réductase complexe 
1 (VKORC1) (cf section 2.1.5.5.2) et/ou VKORC1 like 1 (VKORC1L1) (cf section 2.1.5.5.3) en 
présence d’une thiorédoxine (cf section 2.1.5.5.4) encore non identifiée.  
 
4/ La vitamine K quinone produite (KH) est à nouveau réduite sous l’action de VKORC1, 
VKORC1L1 et une autre enzyme comportant l’activité VKR, non inhibable par les antivitamines 
K (AVK), et non encore identifiée. 
 
5/ Sous sa forme KH2 la vitamine K va pouvoir être réutilisée à l’étape 1 pour l’activation d’une 
nouvelle PVKD par la GGCX.  
 
6/ Il est à noter que les AVK qui sont des inhibiteurs de VKORC1 et VKORC1L1 entrainent 
l’arrêt du recyclage de la vitamine K. Cela se traduit par une augmentation de la vitamine K 
sous forme époxyde et d’une diminution des PVKD γ-carboxylées activées. 
 
L’ensemble de ces étapes forme le cycle de la vitamine K et les différentes enzymes 
présentées dans ce cycle sont détaillées dans la section suivante. 
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Figure 6 : Cycle de la vitamine K. 
 
2.1.5.5.1 GGCX et γ-carboxylation 
 
La γ-carboxylation est une modification post-traductionnelle essentielle qui convertit 
spécifiquement les résidus glutamates des PVKD en résidus γ-carboxyglutamates.  
Cette activité GGCX a été découverte pour la première fois dans les années 1970 à partir du 
surnageant issu de la fraction post-microsomale (fraction S10) de foie de rats (Shah and Suttie, 
1974), mais la purification de la protéine du même nom n’a été réalisée qu’en 1991 à partir de 
foie de bœuf (Wu et al., 1991a) après de nombreuses tentatives infructueuses (Hubbard et al., 
1989) (de Metz et al., 1981) (Girardot, 1982). La même année, les ADN complémentaires 
(ADNc) codants pour la GGCX bovine et humaine ont été isolés et clonés par la même équipe 
(Wu et al., 1991b). 
Le gène de la GGCX est localisé sur le chromosome 2 chez l’Homme et est composé de 15 
exons pour 13kb. Il code pour une protéine de 758 acides aminés localisée au niveau du 
réticulum endoplasmique. Cette protéine est constituée de 5 domaines transmembranaires 
avec une extrémité N-terminale au niveau du cytoplasme et une extrémité C-terminale au 
niveau de la lumière du réticulum endoplasmique (Tie et al., 2000).  
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La topologie de cette protéine fait apparaitre 4 sites spécifiques (figure 7) : un site de 
reconnaissance du propeptide, un site de reconnaissance des résidus glutamates, un site de 
liaison entre les 2 cystéines et un site de déprotonation des résidus.  
 
 
Figure 7 : Topologie de la GGCX. Site de reconnaissance du propeptide (bleu), site de 
reconnaissance des résidus glutamates (orange), site de liaison entre les 2 cystéines 
(jaune), site de déprotonation des résidus (rouge). Issu de « Structural and functional 
insights into enzymes of the vitamin K cycle » (Tie and Stafford, 2016). 
 
La réaction de γ-carboxylation nécessite la présence de vitamine K sous forme hydroquinone 
comme cofacteur ainsi qu’une molécule de CO2 et d’O2. À la suite de cette réaction la vitamine 
K hydroquinone est oxydée en vitamine K 2,3-époxide (figure 8). 
 
 
Figure 8 : Réaction de γ-carboxylation d’une PVKD. 
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Toutes les formes de vitamines K ne présentent pas la même affinité pour la GGCX (Yen and 
Mack, 1980). Il apparait que l’activité GGXC est optimale avec la MK3 comme cofacteur et que 
plus la chaine latérale prényle de la MK est grande plus l’activité diminue (Buitenhuis et al., 
1990b). La MK4 possède une efficacité 3 fois plus faible que la PK. Il est à noter que la MD 
n’est pas un cofacteur de la GGCX (Buitenhuis et al., 1990b).  
Chez le rat, l’activité GGCX est retrouvée au dans la majorité des tissus à l’exception du 
muscle, des veines et de la membrane osseuse. Le testicule est le seul organe à montrer une 
activité supérieure au foie (Vermeer et al., 1982). 
 
Un KO de la GGCX à l’état homozygote chez la souris entraine la mort embryonnaire entre le 
9,5ème et 18ème jours dans 50% des cas et les souris arrivant à terme meurent peu de temps 
après la naissance d’hémorragies abdominales massives (Zhu et al., 2007). Le KO de la 
GGCX ciblé au niveau du foie permet d’améliorer le phénotype précédent, mais les souris 
présentent tout de même une mort prématurée et des hémorragies (Azuma et al., 2014). 
 
Chez l’Homme des mutations de la GGCX entrainent des phénotypes multiples dont le plus 
rependu est un déficit en facteurs de coagulation vitamines K dépendant ou encore des 
affections au niveau de la peau, semblables à celles observées dans le pseudoxanthome 
élastique (De Vilder et al., 2017). 
 
 
2.1.5.5.2 VKORC1 
2.1.5.5.2.1 Généralités  
 
L’activité vitamine K époxyde réductase (VKOR) a été décrite pour la première fois en 1970 
par Bell et Mastschiner (Bell and Matschiner, 1970) bien avant que le gène VKORC1 
responsable en partie de cette activité ne soit identifié en 2004 (Li et al., 2004) (Rost et al., 
2004a).  
Ce gène est localisé sur le chromosome 16 chez l’Homme et 1 chez le rat pour une longueur 
de 5126 paires de bases et 3 exons. Il code pour une petite protéine, du même nom, de 163 
acides aminés pour 18 kDa. Cette protéine membranaire se situe au niveau du réticulum 
endoplasmique avec ses extrémités N-ter et C-term dans le cytoplasme. Initialement proposée 
avec 3 domaines transmembranaires (Tie et al., 2005) cette conformation a été remise en 
question après avoir identifié par cristallographie une structure 3D à 4 domaines 
transmembranaires chez un homologue bactérien ; Synéchoccus sp (Li et al., 2010). Deux 
topologies légèrement différentes à 4 domaines ont été proposées et des travaux récents de 
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modélisation de deux équipes indépendantes viennent conforter ce résultat (Watzka et al., 
2011) (Li et al., 2010) (Czogalla et al., 2016) (Chatron et al., 2017) (figure 9). 
 
Figure 9 : Topologie de la VKORC1 humaine. En bleu les 4 hélices transmembranaires, en 
violet la boucle luminale, en vert les 4 cystéines du site actif et en gris la membrane du 
réticulum endoplasmique. 
La VKORC1 est relativement conservée entre les espèces et de nombreux orthologues sont 
retrouvés aussi bien chez les vertébrés, les insectes, les plantes ou encore les bactéries 
(Goodstadt and Ponting, 2004). Ces séquences orthologues font toutes apparaitre des acides 
aminés strictement conservés ainsi qu’un motif CXXC (Cys132XXCys135) qui constitue le site 
actif de l’enzyme en formant le centre d’oxydoréduction (Rost et al., 2005). Les anticoagulants 
antivitamines K comme la warfarine ou la bromadiolone en se fixant sur les sites actifs viennent 
inhiber VKORC1. 
 
La VKORC1 est l’enzyme clef du cycle de la vitamine K en permettant de régénérer cette 
vitamine. L’extinction du gène VKORC1 chez la souris entraine la mort par hémorragie de 50% 
des individus entre la première et la 3eme semaine. Seule une forte injection quotidienne de 
PK permet de prévenir cette mortalité. Après 2 jours d’arrêt du traitement, le niveau d’activité 
des facteurs de coagulation devient indétectable et les animaux meurent, là encore, 
d’hémorragies.  
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2.1.5.5.2.2 Mécanisme catalytique 
 
Un mécanisme réactionnel de la réduction de la vitamine K époxyde en vitamine K quinone a 
été proposé pour la première fois par Silverman en 1981 (Silverman, 1981). Dans la forme 
oxydée de VKORC1 les cystéines 132 et 135 forment un pont disulfure (figure 10).  
La première étape consiste à l’activation de l’enzyme via la réduction du pont disulfure par 
l’action d’une protéine non encore identifiée in vivo. In vitro cette étape peut être réalisée par 
un agent réducteur fort comme le dithiolthreitol (DTT) (1). La vitamine K-2,3-époxyde se fixe 
sur l’enzyme et l’atome d’oxygène de l’époxyde est alors protoné (2). Dans le même temps, le 
thiol d’une des 2 cystéines du site actif forme ainsi un adduit covalent par attaque nucléophile 
sur le carbone 2 de l’époxyde (3). Le deuxième acide aminé partenaire permet la formation de 
deux équilibres successifs (4) et (5) pour protoner l’hydroxyle de la vitamine K. Le pont 
disulfure de VKORC1 en se régénérant conduit au départ d’une molécule d’eau et à la 
libération de la vitamine K sous sa forme quinone (6).  
Ce modèle de mécanisme réactionnel est le seul qui ait été proposé depuis la découverte de 
VKORC1, mais aucune étude expérimentale n’a permis de le confirmer à ce jour.  
 
 
Figure 10 : Mécanisme catalytique de VKORC1. Adapté de « Chemical model studies for the 
mechanism of vitamin K epoxide reductase » (Silverman, 1981). 
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2.1.5.5.2.3 Mutations du gène VKORC1 chez le rat 
 
De nombreux polymorphismes du gène VKORC1 ont été rapportés chez rattus rattus et rattus 
norvégicus. La majorité de ces mutations est associée à un phénotype de résistance aux AVK 
chez ces rongeurs ce qui leur procure un avantage sélectif dans les zones traitées aux 
rodonticides. En Europe un fort polymorphisme du gène VKORC1 a été mis en évidence chez 
rattus norvégicus avec les 5 mutations Y139C, Y139F, Y139S, L128Q et L120Q (Pelz et al., 
2005) (Rost et al., 2009) (figure 11).  
 
 
Figure 11 : Répartition des différents polymorphismes de VKORC1 chez Rattus norvegicus. 
D’après « The genetic basis of resistance to anticoagulants in rodents. » (Pelz et al., 2005). 
 
Dans le cas de la mutation Y139C, Y139F et Y139S une cystéine, une phénylalanine et une 
sérine remplacent respectivement la tyrosine en position 139 sur la séquence protéique de 
VKORC1. Dans la mutation L120Q, la leucine est remplacée par une glutamine. Deux souches 
de rats sont porteuses de cette mutation. La souche Hampshire et Berkshire. Le nom de ces 
souches fait référence à la région d’Angleterre où elles ont été initialement identifiées. Bien 
que porteuse de la même mutation, la souche Berkshire est plus résistante aux AVK que la 
souche Hampshire (Boitet et al., 2017). La cause de cette plus forte résistance n’est pas liée 
à d’autres mutations sur VKORC1. Elle pourrait être liée à une métabolisation plus rapide des 
AVK via les cytochromes P450. Des travaux de séquençage des différents SNP (single 
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nucleotide polymorphysme) sont actuellement en cours pour essayer d’identifier ce nouveau 
gène de résistance.  
Ces mutations entrainent une modification des constantes catalytiques de VKORC1. L’enzyme 
est moins efficace pour recycler la vitamine K et des métabolites inactifs sous forme de 2-
hydroxyvitamine K et 3-hydroxyvitamine K sont produits in vitro (Matagrin et al., 2013). Cela 
se traduit chez les rats par des besoins en vitamine K plus importants dans l’alimentation.  
 
C’est ce coût biologique induit par la mutation, notamment chez le rat Y139C, qui est à l’origine 
du modèle de carence en vitamine K et de calcifications vasculaires qui a été caractérisé au 
cours de ce travail de thèse.  
 
 
2.1.5.5.3 VKORC1L1 
 
Dans l’article de Rost en 2004 identifiant le gène VKORC1, un alignement de séquences 
nucléotidiques a été réalisé sur VKORC1 et a permis d’identifier un gène paralogue à la fois 
chez l’Homme, la souris, le rat et le poisson fugu ribriepes (Rost et al., 2004b). Ce gène nommé 
VKORC1L1 pour VKORC1-like 1 comprend environ 50% d’homologie avec VKORC1 et 
présente des motifs similaires à ceux retrouvés dans VKORC1. Ainsi, on retrouve un motif 
CXXC identifié comme site catalytique de VKORC1, les cystéines 43 et 51 impliquées dans le 
transfert du pouvoir réducteur et la tyrosine 139 identifiée comme jouant un rôle majeur dans 
l’interaction avec les anticoagulants.  
VKORC1L1 est très conservée entre les espèces et présente 100% d’homologie entre le rat 
et la souris et 97% d’homologie entre l’Homme et rat/souris. Une analyse phylogénétique 
montre que VKORC1L1 est présent chez les mammifères, mais aussi chez d’autres espèces 
et possède avec VKORC1 le même ancêtre commun (Bevans et al., 2015) (Oldenburg et al., 
2015).  
 
Le gène de VKORC1L1 est situé sur le chromosome 7 chez l’Homme et 8 chez le rat et code 
pour une protéine du même nom de 176 acides aminés. Comme pour VKORC1 c’est une 
protéine membranaire du réticulum endoplasmique comportant 4 hélices et une extrémité C-
term et N-term au niveau du cytoplasme (figure 12). Cette topologie est proposée à partir de 
celle de la VKORC1 proposée par Li en 2010, mais aucune structure cristallographique n’a 
pour l’instant pu confirmer ces résultats.  
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Plusieurs SNPs ont été identifiées au niveau du gène VKORC1L1 chez des patients traités à 
la warfarine. Ces SNPs ne sont cependant pas associées à un phénotype de résistance à la 
warfarine comme cela a pu être décrit pour VKORC1.  
VKORC1L1 est capable d’assurer l’activité VKOR en réduisant la vitamine K et ainsi participer 
aussi au recyclage de cette vitamine. Cette activité VKOR médiée par VKORC1L1 semble 2,2 
et 7,3 plus faibles pour la PK et la MK4 que VKORC1 bien qu’une étude menée par l’équipe 
de Stafford ne montre pas de différence significative entre les 2 enzymes. Ces conclusions 
contradictoires semblent être imputables à des approches méthodologiques différentes dans 
les modèles d’expression enzymatique.  
 
L’enzyme VKORC1L1 obtenue à partir de microsomes de levures recombinantes Pitchia 
pastoris montre une sensibilité à la warfarine 30 à 50 fois moins importante que VKORC1. Des 
données in vivo chez la souris KO pour VKORC1 montrent que VKORC1L1 n’est pas capable 
à elle seule d’assurer le recyclage de la vitamine K. Les souris KO pour VKORC1 montrent un 
phénotype hémorragique létal en l’absence d’apport en vitamine K. De plus, ces souris ne 
montrent pas un plus fort taux d’expression de VKORC1L1 montrant ainsi l’absence de 
compensation de VKORC1L1 induite par le KO de VKORC1. En partant de ces constatations 
Westhofen propose que le rôle principal de VKORC1L1 ne soit pas de recycler la vitamine K, 
mais d’agir pour une autre fonction métabolique (Westhofen et al., 2011). En induisant un 
stress oxydatif par l’ajout de 5,5 μM d’H2O2 sur des cellules HEK en culture, l’activité VKOR 
augmente d’un facteur 5,5. Cette augmentation est accompagnée d’une sur expression des 
transcrits de VKORC1L1 et d’une diminution de ceux de VKORC1. VKORC1L1 en produisant 
préférentiellement de la KH2 à partir de la KH jouerait ainsi un rôle important dans la régulation 
du stress oxydatif.  
 
La distribution tissulaire de VKORC1 et VKORC1L1 est ubiquitaire, mais l’analyse des taux de 
transcrits dans les différents tissus montre des différences notables. Ainsi VKORC1 est 
fortement exprimé dans le foie et VKORC1L1 va être plus fortement exprimé dans le cerveau 
ou encore dans les testicules. Ces niveaux d’expression différents entre les différents tissus 
peuvent laisser à penser à un métabolisme de la vitamine K et à une réaction aux 
anticoagulants qui soient tissus spécifiques. 
 
Malgré toutes ces données, les rôles physiologiques de VKORC1L1 restent encore mal 
connus. En trouvant un inhibiteur spécifique de VKORC1L1 ou en créant un KO du gène, il 
serait alors possible de mieux comprendre ses différentes implications dans le métabolisme 
de la vitamine K et dans la régulation du stress oxydatif. 
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Figure 12 : Topologie de VKORC1L1. D’après « VKORC1 and VKORC1L1: Why do 
Vertebrates Have Two Vitamin K 2,3-Epoxide Reductases? » (Oldenburg et al., 2015b). 
 
 
2.1.5.5.4 Partenaires réducteurs 
 
Pour assurer la réduction de la vitamine K, VKORC1 est dans un premier temps activé par la 
réduction du pont disulfure entre ses cystéines 132 et 135. Cette étape in vitro peut être 
réalisée par ajout de DTT dans le milieu réactionnel. In vivo le(s) partenaire(s) protéique 
responsable de cette activation n’est pas encore identifié. Un candidat appartenant à la super 
famille protéique des Thioredoxin-like pourrait cependant interagir avec VKORC1 en 
transférant son pouvoir réducteur sur les résidus cystéines 43 et 51 avant de le transférer à 
son tour vers les cystéines du site actif.  
D’autres partenaires protéiques comme PDI et TMX3 ou encore TMX4 et ERP18 montrent une 
interaction avec VKORC1. Les conditions expérimentales de ces études sont particulières et 
nécessitent souvent la présence de DTT dans le milieu réactionnel. De plus l’équipe de 
Stafford s’oppose au rôle des cystéines 43 et 51 dans ces mécanismes. Beaucoup 
d’incertitudes subsistent donc à ce jour et de nouvelles études sont nécessaires pour identifier 
les partenaires protéiques in vivo de VKORC1 et VKORC1L1. 
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2.1.5.6 Stockage 
 
Le foie est le premier organe à capter la vitamine K d’origine alimentaire. Sa composition est 
donc fortement dépendante de cet apport et de la demi-vie de la PK et des MK. Pour ces 
raisons il est difficile de proposer un profil de répartition type des différentes vitamines K au 
niveau hépatique. Ce profil aussi bien chez le rat que chez l’Homme sera sous l’influence 
directe de la teneur en vitamine K du dernier repas, de l’âge, du sexe, du microbiote intestinal, 
de l’état de santé de l’individu, ou encore de variants génétiques (Hodges et al., 1990).  
De manière générale, les MK à longues chaines comme la MK7 ou MK9 ont une demi-vie 
hépatique plus longue que la PK (10h-15h chez le rat) ou MK-4. La MD (absente en nutrition 
humaine) a une demi-vie très courte.  
 
Chez le rat si la source de vitamine K dans l’alimentation est sous forme de PK, cette forme 
sera retrouvée dans le foie. Si la source de vitamine K dans l’alimentation est sous forme de 
MD comme cela est régulièrement le cas dans les formulations pour rongeurs de laboratoires, 
la PK sera alors absente au niveau tissulaire.  
Chez l’Homme la PK ne représenterait que 10% des « réserves » de vitamine K hépatique 
pour une concentration de 10 pmol/g de tissus frais (Thijssen and Drittij-Reijnders, 1996). Les 
90% restant sont occupés par les MK à longue chaine et notamment la MK7, MK8, MK10 et 
MK11. 
 
La concentration plasmatique de PK chez un individu à jeun en bonne santé est de l’ordre de 
0,5 nM. À titre de comparaison cela représente une concentration 1, 2 et 3, fois plus faible que 
la concentration en 25-hydroxyvitamin D, rétinol et alpha-tocophérol.  
Comme pour le foie la distribution en vitamine K plasmatique est sous la dépendance du profil 
alimentaire en vitamine K. L’administration de MK4, PK ou MD radiomarquée à des volontaires 
sains a permis de mieux comprendre la distribution tissulaire de la vitamine K (Olson et al., 
2002). Ces études montrent que la vitamine K est retrouvée en dehors du foie avec une forte 
concentration dans les glandes androgéniques, les poumons, la moelle osseuse ou encore les 
reins. La PK est la MK4 sont les formes majoritairement retrouvées en dehors du foie chez le 
rat (Thijssen and Drittij-Reijnders, 1994), (Thijssen et al., 1996) et chez l’Homme (Thijssen and 
Drittij-Reijnders, 1996).  
Contrairement à la PK, la MK4 se retrouve dans tous les organes même en cas d’absence 
dans l’alimentation. Cela est possible grâce à la synthèse de novo de la MK4 à partir de la 
ménadione ou de la PK par UBIAD1. La MK4 peut donc être considérée comme la forme de 
stockage extrahépatique de la vitamine K chez les mammifères.  
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D’un point de vue cellulaire, La PK est retrouvée dans toutes les fractions des hépatocytes. La 
fraction microsomale est la plus riche avec 50% de la PK suivi par la fraction mitochondriale 
(Konishi and Bara, 1973). Peu d’information est disponible sur les MK et sur les autres cellules, 
mais il semblerait que la MK9 soit localisée préférentiellement dans la fraction mitochondriale. 
 
 
2.1.5.7 Catabolisme et élimination 
 
La PK comme les MK sont métabolisées dans le foie par une voie de dégradation commune 
à l’alpha-tocophérol (Farley et al., 2013). Cette dégradation et élimination s’effectue en 3 temps 
(figure 13).  
1) La PK et les MK sont ω-hydroxylées par les cytochromes P450 (CYP4F2 et CYP4F11 chez 
l’Homme) (Edson et al., 2013) (McDonald et al., 2009).  
2) La chaine latérale poly-isoprénylée est raccourcie par une réaction de béta-oxydation 
probablement au niveau des mitochondries. Cela expliquerait pourquoi la vitamine K est 
retrouvée au niveau de cette fraction cellulaire juste après le réticulum endoplasmique. La 
béta-oxydation aboutit à la formation de 2 métabolites ; les acides 5-C et 7-C aglycones. 
3) Ces métabolites sont ensuite excrétés dans la bile puis dans les urines sous forme 
glucuronides (Harrington et al., 2007) (Harrington et al., 2005). Il est estimé que 40% de 
l’apport quotidien est excrété au par le selles et 20% par les urines (Shearer et al., 1974). 
 
 
Figure 13 : Catabolisme de la vitamine K. 
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2.1.6 La carence en vitamines K 
2.1.6.1 Chez l’homme 
 
Les besoins alimentaires en vitamine K sont si faibles et le recyclage si efficace qu’il est 
impossible d’observer en dehors de certaines études les effets d’une carence à court terme 
pour cette vitamine chez l’Homme. Des rares cas de carences en vitamine K sont rapportés 
dans le cadre d’une mauvaise absorption intestinale des lipides ou plus fréquemment dans le 
cadre d’un traitement aux antibiotiques.  
 
Une étude menée par Usui et al en 1990 s’est posée la question de l’impact d’une carence 
sévère en vitamine K sur les stocks tissulaires pour cette vitamine (Usui et al., 1990). Avant 
de subir une chirurgie gastro-intestinale, certains patients ont reçu une alimentation pauvre en 
PK (5μg/jour) pendant 3 jours et d’autres une alimentation standard (150-450 μg/j). Au moment 
de la chirurgie un prélèvement de foie a été opéré pour ces 2 groupes et il a été montré une 
baisse 75% de la teneur en PK hépatique chez le groupe sans PK comparativement au groupe 
standard. Ni le temps de coagulation ni les concentrations en MK à longues chaines comme 
la MK7 n’ont été impactées par les 3 jours de carence. Cette étude montre que les réserves 
hépatiques en PK sont très labiles et fortement déplétées après quelques jours de carence, 
mais pas pour les MK.  
 
Plusieurs autres études se sont intéressées à l’effet d’une déplétion-réplétion alimentaire en 
PK chez l’Homme. Les métabolites urinaires de la vitamine K diminuent de manière constante 
même après 1 mois de restriction ce qui semble indiquer qu’il existe une réserve 
extrahépatique qui possède un faible turn-over et qui peut être mobilisée.  
Dans certaines études utilisant des régimes plus restrictifs, plus longs et utilisant des 
antibiotiques il est possible d’augmenter l’état de carence et d’induire une diminution des 
facteurs II, VII et X de la coagulation. Cela se traduit par une légère augmentation du temps 
de quick. Toutes ces données confirment bien la difficulté à induire chez l’Homme un état de 
carence en vitamine K.  
 
Une théorie de triage de la vitamine K a été énoncée (McCann and Ames, 2009). Selon 
l’auteur, l’organisme privilégiera toujours, par un mécanisme encore inconnu, l’utilisation de la 
vitamine K pour le maintien des fonctions vitales comme la coagulation avant de la rendre 
disponible pour les fonctions secondaires comme celle de l’inhibition des calcifications 
vasculaires.  
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À défaut d’une carence aiguë en vitamine K il pourrait alors exister un état de subcarence 
chronique dans certaines couches de la population et notamment la population vieillissante. 
Chez l’Homme une étude prospective sur le long terme n’est pas envisageable pour étudier 
ce phénomène. Pour pouvoir étudier ces phénomènes, il est possible d’utiliser une approche 
faisant appelle à l’utilisation de modèles animaux comme le rat. C’est de cette approche qu’il 
est question dans ce travail de thèse.  
 
 
2.1.6.2 Chez le rat 
 
En 1959, Metta et al décrivent pour la première fois les syndromes hémorragiques provoqués 
par une carence en vitamine K chez le rat. Cette carence est obtenue par une forte irradiation 
du bœuf (2,79 à 5,58 millions de rad) qui est incorporé à la nourriture (Metta et al., 1959). Le 
premier rat est mort au bout de 11 jours et a commencé à montrer des signes de prostration à 
8 jours. Son sang ne coagulait plus et des hémorragies au niveau de l’épididyme et du thorax 
ont aussi été rapportées. Dans cette étude 14 mâles sur 20 sont morts en 46 jours et seulement 
1 femelle sur 20 en 80 jours.  
À cette époque on pensait que le rat n’avait pas besoin de vitamine K dans son alimentation, 
car la production par les bactéries intestinales était suffisante. L’ajout de 3μg de sel de 
ménadione par voie orale a permis de prévenir la mort chez les rats mâles alimentés avec une 
nourriture irradiée ainsi qu’un retour à la normale du temps de prothrombine. Un an plus tard 
Metta et al ont essayé d’expliquer la différence de mortalité entre les mâles et les femelles 
observée dans l’article précédent. La conclusion de cette étude est que cette plus faible 
mortalité observée chez la femelle n’est ni affectée par la prévention de la coprophagie ni due 
à une moins grande consommation de nourriture que les mâles pour leur croissance, mais 
qu’elle est simplement attribuable au sexe (via les hormones sexuelles). Cette hypothèse est 
supportée par le rapport de Mellette et al en 1960 qui montre que la castration ou 
l’administration de stilbestrol (mais pas la testostérone) prévient la mort liée à la carence en 
vitamine K chez le rat mâle (Mellette and Leone, 1960).  
 
Le rat est un animal coprophage qui peut trouver un apport en vitamines et autres nutriments 
dans son alimentation par cette voie-là. Ce comportement alimentaire joue un rôle qui ne doit 
pas être négligé lorsque l’on s’intéresse à l’étude d’une carence alimentaire en vitamine K 
chez cet animal.  
Pour limiter la coprophagie, il faudrait empêcher que le rat puisse avoir un accès direct aux 
fèces et l’utilisation de cages avec des grilles surélevées n’est pas une méthode efficace. Le 
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seul moyen est de maintenir l’animal dans une certaine contention afin qu’il ne puisse pas se 
retourner. Cela n’est pas envisageable pour une étude longue de plusieurs semaines pour des 
raisons de bien-être animal.  
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2.2 Les protéines vitamines K dépendantes (PVKD) 
2.2.1 Généralités 
 
Les PVKD représentent à ce jour un groupe de 14 molécules que l’on peut classer en 2 
familles. Les PVKD hépatiques qui sont principalement impliquées dans la coagulation 
sanguine, et les PVKD extrahépatiques qui interviennent dans d’autres mécanismes de 
régulations comme l’équilibre ostéocalcique, le métabolisme énergétique ou encore la 
prolifération cellulaire (tableau 5). Ces PVKD nécessitent toutes la présence de vitamine K 
pour permettre la γ-carboxylation d’un ou plusieurs de leurs résidus glutamates. Ces résidus 
γ-carboxy-glutamates possèdent une forte affinité pour le calcium ce qui va permettre de 
conférer aux PVKD leurs activités biologiques. 
 
Tableau 5 : Les différentes protéines vitamines K dépendantes, leurs rôles et leurs 
distributions tissulaires. 
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2.2.2 Les PKVD procoagulantes (Facteur II, VII, IX et X) 
 
Les facteurs II, VII, IX et X encore appelés respectivement prothrombine, proconvertine, 
facteur antihémophilique B et facteur de Stuart-Prower sont synthétisés par les hépatocytes 
sous forme de zymogènes. Ce sont des protéines d’environ 50 kDa pour les facteurs VII (254 
AA), IX (461 AA), X (488 AA) et de 70kDa pour le facteur II (618 AA). On les retrouve sous 
forme d’hétérodimères constitués d’une chaine légère et d’une chaine lourde reliées entre elles 
par un pont disulfure. Elles possèdent une demi-vie variable allant de 4h pour le facteur VII à 
40-45h pour le facteur X.  
Leur activation passe par des modifications post traductionnelles dont la plus essentielle est 
la γ-carboxylation de leurs résidus Glu. Cela va leur permettre de se lier par des liaisons 
calcium-dépendant aux groupements phosphates des phosphatidyls sérines présentes à la 
surface de l’agrégat plaquettaire. Ces 4 PVKD contrôlent les dernières étapes de la formation 
de fibrine ce qui termine la cascade de la coagulation. Les différentes étapes cette cascade 
de la coagulation seront détaillées dans la section (2.4.3) de ce manuscrit.  
Des mutations au niveau des gènes codant pour ces protéines sont responsables de maladies 
génétiques rares entrainant d’importants troubles de la coagulation. Ces facteurs sous leur 
forme activée sont diminués au cours d’une carence en vitamine K ou au cours d’un traitement 
aux AVK et précèdent l’augmentation du temps de coagulation et les premiers signes cliniques.  
 
Le dosage de ces différentes protéines au niveau plasmatique est un bon indicateur du degré 
d’intoxication aux AVK ou de carence en vitamine K. Chez le rat, les facteurs de la coagulation 
ne sont retrouvés dans la circulation sanguine que sous leur forme gamma-carboxylée (Gla) 
et non sous leur forme non-gamma-carboxylé (Glu) même lors de carences en vitamine K ou 
de traitements aux AVKs contrairement à l’Homme ou les 2 formes coexistent. 
 
 
2.2.3 Les PVKD anticoagulantes (Protéine C, S et Z) 
 
La protéine C est une peptidase inhibitrice de la coagulation qui nécessite la protéine S comme 
cofacteur. Les protéines C et S sont des protéines plasmatiques synthétisées par le foie et 
elles jouent un rôle clef dans la fibrinolyse (cf section 8.4.4). Un déficit en protéine C ou son 
inefficacité à inactiver le facteur V est responsable d’une hypercoagulabilité. Cette dernière est 
connue sous le nom de facteur V de Leiden.  
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La protéine Z est une glycoprotéine de 62 kDa elle aussi d’origine hépatique. Elle joue un rôle 
dans la coagulation en étant un cofacteur de l’enzyme responsable de l’inhibition du facteur 
Xa. 
 
 
2.2.4 Protéine matricielle GLA (MGP) 
 
La protéine matricielle Gla ou MGP pour « matrix-gla-protein » a été isolée à partir matrice 
osseuse bovine et décrite pour le première fois par Paul Price en 1983 (Price et al., 1983). 
C’est une PVKD de 14 kDa pour 84 acides aminés comportant 5 acides glutamiques en 
position 2, 37, 41,48, et 52 qui peuvent être γ-carboxylés (Viegas et al., 2009) et 3 sérines 
phosphorylables en position 3, 6 et 9.  
 
La MGP est exprimée dans les cellules musculaires lisses, les fibroblastes, les chondrocytes, 
les cellules endothéliales, mais pas au niveau des ostéoblastes. Elle joue un rôle primordial 
dans l’inhibition des minéralisations vasculaires.  
 
Chez l’Homme, une mutation récessive au niveau du gène codant pour la MGP est 
responsable du syndrome de Keutel. Ce syndrome se caractérise par une atteinte squelettique 
(calcifications du cartilage, hypoplasie…) et cardiovasculaire avec d’importantes calcifications 
artérielles. Chez la souris un KO de la MGP entraine des minéralisations vasculaires massives 
aboutissant à la mort de l’animal en moins de 2 mois (Luo et al., 1997). Inversement, une 
hypominéralisation des dents chez la souris surexprimant la MGP a été observée (Kaipatur et 
al., 2008). Seule la forme γ-carboxylée de la MGP est capable de jouer le rôle d’inhibiteur de 
calcifications (Proudfoot and Shanahan, 2006) en se liant directement au niveau des cristaux 
d’hydroxyapatite en formation empechant ainsi la croissance du cristal et/ou en se liant à BMP-
2 (Zebboudj et al., 2003). 
 
 
2.2.5 Ostéocalcine (OC) 
 
L’ostéocalcine (OC) aussi appelée Bone Gla Protein (BGP) a été identifiée pour la première 
fois en 1975 par Hauschka à partir de tissus osseux (Hauschka et al., 1975). Cette protéine 
non collagénique de 49 acides est la plus abondante de la matrice osseuse. Les résidus Glu 
en position 13,17, 20 chez la souris et 17, 21, 24 chez l’Homme peuvent être γ-carboxylés au 
niveau du RE. La γ-carboxylation de l’ostéocalcine lui procure une forte affinité pour les ions 
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calcium de l’hydroxyapatite de l’os (Berkner and Runge, 2004) (Sunnerhagen et al., 1996). 
Pendant la phase de remodelage osseux, la diminution du pH au dans les lacunes des 
ostéoclastes favorise la décarboxylation de l’ ostéocalcine (passant de la forme cOC à ucOC). 
Cela réduit son affinité pour l’os et favorise son relargage dans la circulation générale 
(Malashkevich et al., 2013).  
 
La forte présence de l’ostéocalcine dans la matrice osseuse a d’abord laissé supposer un rôle 
majeur dans la régulation de sa minéralisation. Ce rôle a été confirmé chez des souris KO pour 
le gène codant pour l’ostéocalcine en montrant une augmentation de la minéralisation osseuse 
chez ces animaux (Ducy et al., 1996). De manière intéressante ces souris présentaient aussi 
une diminution de la taille des îlots de Langerhans, une hypoinsulinémie, une hyperglycémie, 
une diminution de l’expression et de la concentration plasmatique de l’adiponectine ainsi 
qu’une augmentation de la masse grasse (Lee et al., 2007). Ces résultats ont permis de mettre 
en évidence le rôle de l’ostéocalcine comme régulateur du métabolisme énergétique.  
In vitro, l’ajout d’OC à des cellules β du pancréas en culture stimule l’expression de l’insuline 
(Hinoi et al., 2008). Ces résultats sont confirmés in vivo en montrant que l’administration 
d’ostéocalcine au long court chez la souris augmente la stimulation de la sécrétion de l’insuline 
ainsi que la tolérance au glucose (Ferron et al., 2008). Ces études montrent pour la première 
fois un rôle endocrine de l’os sur le métabolisme énergétique par l’ostéocalcine circulante 
(figure 14). 
 
 
Figure 14 : Rôle de l’os dans le métabolisme énergétique médié par l’ostéocalcine 
 
L’ostéocalcine serait aussi impliquée dans la reproduction en favorisant la fertilité masculine 
(Oury et al., 2011). D’après ces auteurs, elle stimulerait la synthèse de testostérone dans les 
testicules en se fixant au niveau de récepteurs spécifiques (Gprc6a) localisés sur la membrane 
des cellules de Leydig.   
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2.2.6 Growth arrest specific gene 6 (Gas6) 
 
La protéine « growth arrest specific gene 6 » (Gas6) a été identifiée pour la première fois en 
1988 par le Dr Schneider alors que lui et son équipe étaient à la recherche de gènes 
surexprimés dans des fibroblasts de souris dont la croissance était stoppée à l’état 
embryonnaire (Schneider et al., 1988).  
 
Gas6 est une glycoprotéine de 75 kDa contenant un domaine Gla dans sa partie N-terminale. 
Bien que Gas6 partage environ 44% d’homologie de séquence peptidique avec la protéine S, 
les fonctions de ces 2 protéines restent très différentes (Laurance et al., 2012). Gas6 est 
impliquée dans la régulation de la prolifération, la différenciation, la migration et l’adhésion 
cellulaire, mais aussi dans l’agrégation plaquettaire, le relargage de cytokines pro-
inflammatoires ou encore le développement des adipocytes. Plus récemment plusieurs études 
rapportent que Gas6 pourrait jouer un rôle dans l’inflammation, le diabète de type 2 et la 
résistance à l’insuline (Hung et al., 2010) (Lee et al., 2012) (Hsiao et al., 2013) (Dihingia et al., 
2017).  
 
 
2.2.7 Protéine riche en Gla (GRP) 
 
La Gla-rich-protein (GRP) aussi connue sous le nom de « upper zone of growth plate and 
cartilage matrix associated protein » (Ucma) est une protéine Gla de 74 acides aminés 
identifiée pour la première fois en 2008 à partir de cartilage calcifié d’esturgeons (Viegas et 
al., 2008). Elle comporte entre 16 et 19 résidus Gla en fonction des espèces (15 pour l’Homme) 
et son expression se fait principalement au niveau du cartilage et plus particulièrement par les 
chondrocyte quiescents (Surmann-Schmitt et al., 2008). La GRP est aussi retrouvée au niveau 
de l’os, de la peau ou encore le tissu vasculaire. Comme pour la MGP, la GRP va agir comme 
inhibiteur de la calcification et s’accumule sous sa forme non γ-carboxylée dans les tissus 
calcifiés (Viegas et al., 2009).  
Il est possible que la GRP fixe les cristaux d’hydroxyapatites sur les résidus Gla. Contrairement 
aux souris KO pour la MGP, le KO pour la GRP ne permet pas d’observer de phénotype clair 
de calcification au cours du développement (Eitzinger et al., 2012).  
Plus récemment il a été montré que la GRP était surexprimée dans des synoviocytes, 
chondrocytes, leucocytes et cellules THP-1 lorsque ceux-ci étaient stimulés par des agents 
pro-inflammatoires comme l’IL1-B ou le LPS (Cavaco et al., 2016) (Viegas et al., 2017). De 
plus cet état d’inflammation est fortement diminué lorsque la GRP est à son tour surexprimée 
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et cela, quel que soit son état de γ-carboxylation. Ces données suggèrent fortement que la 
GRP en plus d’être un inhibiteur de calcification, pourrait jouer un rôle important dans la 
régulation de l’inflammation comme dans le cas de l’arthrose. Ces auteurs identifient la GRP 
comme une nouvelle cible thérapeutique d’intérêt. 
 
 
2.2.8 Transthyrétines 
 
La transthyrétine ou anciennement préalbumine, est une protéine présente en quantité 
importante dans le plasma et le liquide cérébro-spinal. C’est une protéine homo-tétramérique 
de 55 kDa synthétisée au dans le foie et le plexus choroïdes. Sous sa forme circulante, elle 
est capable de se lier aux hormones thyroïdes (Blake and Oatley, 1977), (Blake et al., 1974) 
ou encore d’interagir avec les protéines fixant le rétinol (Naylor and Newcomer, 1999), 
(Hörnberg et al., 2000). En 2008 Rüggeberg a montré que la transthyrétine pouvait être γ-
carboxylée uniquement au niveau du résidu Glu-42 (Hörnberg et al., 2000). C’est la seule 
protéine γ-carboxylable qui ne possède pas de propeptides et qui ne comporte qu’un seul site 
de γ-carboxylation.  
 
La forme γ-carboxylée ne se retrouve que dans le liquide cérébrospinal des patients atteins 
de la maladie de génétique rare Moyamoya. C’est une maladie angiogénique rare liée à une 
sténose progressive des artères cérébrales situées à la base du cerveau donnant un aspect 
en « fumée de cigarette » (moya-moya en japonais). La γ-carboxylation de la transthyrétine 
pourrait jouer un rôle important dans le développement de cette pathologie. 
 
 
2.2.9 Périostine 
 
Le gène de la périostine code pour une protéine du même nom comportant une séquence 
signal de 22 AA pour une séquence totale de 814 AA et 90kDa et son épissage alternatif 
produit 3 isoformes.  
La périostine est la protéine Gla la plus abondamment sécrétée par les cellules 
mésenchymateuses stromale de la moelle osseuse. Ces cellules sont des cellules souches 
différentiables en ostéoblastes, chondrocytes ou adipocytes.  
La structure de la périostine fait apparaitre 4 domaines fasciclin-like répétés en tandem qui 
comportent 16 résidus γ-carboxylables (Coutu et al., 2008). Il a été constaté que la périostine 
est déposée abondamment dans les nodules osseux, dans les zones où les cellules 
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ostéoblastiques sont étroitement liées dans la matrice extracellulaire minéralisée. Cela 
suggère que la périostine par ses résidus de Gla pourrait se lier à l'hydroxyapatite lui procurant 
ainsi un rôle structurel important. La périostine est impliquée dans de nombreuses pathologies 
et ces relations ont été décrites dans la revue bibliographique de Kudo en 2017 (Kudo, 2017). 
Un paralogue de la périostine, lui aussi γ-carboxylable, a été identifié sous le nom de βigh3 ce 
qui en fait à ce jour la 15ème PVDK identifiée.  
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2.3 Les antivitamines K 
2.3.1 Historique 
 
Dans les années 1920 au Canada et au nord des États-Unis certains bovins ont commencé à 
présenter des syndromes hémorragiques spontanés et fatals. Le vétérinaire F.W Scofield 
montre deux ans plus tard que ces manifestations sont dues à la consommation de trèfle roux 
ou de mélilot importés d’Europe. En retirant cet aliment de la ration quotidienne il permet la 
guérison des animaux. Ce n’est qu’en 1939 que la molécule, la 3,3’-diméthylène-4-
hydroxycoumarine, responsable de ces intoxications a été identifiée par Karl Paul Link. La 
durée d’importation assez longue combinée à une mauvaise conservation de ces aliments est 
à l’origine de ces intoxications. La coumarine naturellement présente dans les fourrages se 
transformait par un processus de fermentation en dicoumarol, une molécule anticoagulante. 
Synthétisée par voie chimique en 1941 et utilisée comme anticoagulant en médecine humaine 
elle a été rapidement abandonnée au profit du coumafène, un autre AVK comportant aussi un 
noyau coumarinique. Ce coumafène est encore un AVK largement utilisé en médecine 
humaine et notamment aux États-Unis sous le nom de warfarine où son faible coût le rend 
accessible par les personnes présentant une couverture de santé assez limitée. 
 
 
2.3.2 Les différents anti-vitamines K 
 
Depuis l’isolement du dicoumarol, de nombreuses molécules AVK ont été synthétisées. Toutes 
ces molécules peuvent être classées en 3 grandes catégories en fonction de leur structure 
chimique : 
? Les dérivés des 4-hydroxycoumarines (figure 15A) parmi lesquels on va retrouver le 
coumafène, le brodifacoum et la bromadiolone. 
? Un dérivé de la 4-hydroxy-thiocoumarine (figure 15B) représenté par la diféthialone. 
? Les dérivés de l’indane-1,3-dione (figure15C) parmi lesquels on va retrouver la 
fluindione . 
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Figure 15 : Les principales familles d’AVK et leurs dérivés. (A) le noyau 4-hydroxycoumarine 
et le coumafène, brodifacoum et bromadiolone, (B) le noyau 4-hydroxy-thiocoumarine et la 
diféthialone, (C) le noyau indiane-1,3-dione et la fluindione. 
 
 
2.3.3 Utilisation des AVK et répercussions 
2.3.3.1 Chez les rongeurs 
 
Les AVK sont utilisés dans les appâts rodonticides comme principe actif pour gérer les 
populations des rongeurs. Les AVK utilisés peuvent être répartis en 2 générations :  
? La première qui comprend la warfarine le coumatétralyl et la chlorophacinone a été 
utilisé depuis les années 1950. L’utilisation à grande échelle de cette première 
génération a favorisé l’émergence de phénomènes de résistances chez les rongeurs, 
rendant cette première génération moins efficace.  
? Une seconde génération comprenant la bromadiolone, le difénacoum, le brodifacoum, 
la diféthialone et le flocoumafène est maintenant utilisée et se révèle plus efficace pour 
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la lutte contre des souches de rongeurs résistants. Cette deuxième génération 
présente cependant une rémanence plus importante et la consommation directe par 
les espèces non cibles (intoxication primaire) ou indirecte via les rongeurs intoxiqués 
est à l’origine d’intoxications secondaires. Ces intoxications secondaires sont 
responsables de problèmes d’écotoxicologie. Des solutions sont actuellement à l’étude 
pour maintenir l’efficacité de la 2ème génération tout en diminuant la rémanence 
associée.  
 
L’utilisation des AVK pour la lutte contre les rongeurs présente 2 avantages principaux :  
 
1- Les manifestations cliniques (saignement / hémorragies) se font à retardement. Cela 
va permettre de provoquer la mort des animaux 3 à 5 jours après la première 
consommation de l’appât contournant ainsi le phénomène d’aversion alimentaire qui 
est particulièrement développé chez les rongeurs. 
 
2- Il existe un antidote efficace, la PK, en cas d’intoxication accidentelle par l’Homme ou 
les espèces non cibles. Aucun cas d’intoxication mortelle chez l’Homme, même lors de 
tentatives de suicides ou de meurtres, n’a été reporté en France depuis plus de 10 ans.  
 
Ces 2 points font des AVK un moyen de lutte sûr et efficace contrairement aux molécules 
anciennement utilisées comme l’arsenic, la vitamine D à dose toxique, la strychnine ou 
interdites d’utilisation en Europe comme la bromethaline.  
 
 
2.3.3.2 Chez l’Homme 
 
Chez l’Homme les AVK dérivés de la 4-hydroxycoumarine comme le coumaphène 
(Coumadine) et l’acénocoumarol (Sintrom) ou dérivés de l’indane-dione comme la fluindione 
(Previscan) sont utilisés en prévention des maladies thromboemboliques depuis de 
nombreuses années. Ces affections présentent une forte prévalence dans les populations 
vieillissantes et l’utilisation d’AVK au long court est souvent la solution pour ces personnes. 
L’action décalée des AVK (environ 48h chez l’Homme), une fenêtre thérapeutique étroite et 
des variations interindividuelles nécessitent cependant un suivi régulier de la coagulation via    
un examen sanguin : « l’International Normalized Ratio » (INR) afin d’ajuster la dose optimale. 
Un sous-dosage entraine l’inefficacité du traitement et un surdosage peut engendrer des 
hémorragies importantes quelques fois létales. 
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Dans 80% des cas, ces AVK sont prescrits de manière chronique chez les patients. Plusieurs 
études montrent que l’utilisation au long cours de ces AVK est associée avec le 
développement de calcification de la média des parois vasculaires (Tantisattamo et al., 2015), 
(Weijs et al., 2011), (Schurgers et al., 2012). L’évaluation des conséquences de ces 
calcifications médiées par l’utilisation des AVK reste cependant faible.  
 
 
2.3.3.3 Métabolisme des AVK 
 
Les AVK agissent comme inhibiteurs non compétitifs de l’activité VKOR et VKR. La vitamine 
K ne peut plus se retrouver sous forme hydroquinone et participer en tant que cofacteur de la 
GGCX. Les AVK diminuent ainsi indirectement la concentration plasmatique des formes Gla 
des facteurs de la coagulation vitamine K-dépendants, ce qui a pour conséquence de limiter 
l’activation de la coagulation. La gamma-carboxylation n’est cependant pas réservée aux 
protéines de la coagulation, et les autres PVKD, comme la MGP, sont aussi impactées par les 
AVK. 
Les AVK sont métabolisés dans le foie par les cytochromes P450 (CYP). La nature des CYP 
impliquée dans le métabolisme d’un AVK dépend très fortement de l’AVK considéré. Chez 
l’Homme, le CYP2C9 est ainsi impliqué dans la 6 ou 7 hydroxylation de la S-warfarine, les 
cytochromes 2C8, 2C18 et 2C19 étant eux impliqués dans la 4’ hydroxylation de cette 
molécule. Les CYP1A1, CYP1A2, CYP2C8 et CYP2C19 dans la 6, 7 et 8 hydroxylation de la 
R-warfarin et le CYP3A4 dans la 10 hydroxylation de la R-warfarine.  
Le métabolisme de la R warfarine est plus rapide que celui de la S-warfarine et la S-warfarine 
contribue à plus de 70% de l’activité de la warfarine racémique. Le facteur limitant du 
métabolisme de la S-warfarine est le CYP2C9 et différents polymorphismes de ce cytochrome 
peuvent être responsables d’une modification du métabolisme de coumafène modifiant ainsi 
sa pharmacocinétique.  
Ces polymorphismes lorsqu’ils sont identifiés chez un individu doivent être pris en compte pour 
adapter au mieux la dose thérapeutique en AVK. Une fois métabolisés par les CYP, les AVK 
sont excrétés dans les urines sous forme glucuroconjuguée (Ishizuka, 2008). 
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2.4 La coagulation sanguine 
2.4.1 Coagulation sanguine définition et généralités 
 
La coagulation sanguine est un ensemble d’étapes physiologiques permettant d’assurer 
l'hémostase, c’est-à-dire le maintien du sang dans le système vasculaire. En cas de lésion 
d’un vaisseau sanguin, la coagulation se met en place rapidement et reste localisée au niveau 
de la zone lésée pour limiter l’hémorragie et éviter les conséquences associées. Une 
régulation fine entre les facteurs procoagulants et anticoagulante est nécessaire au maintien 
de l’hémostase. L’intégralité de l’hémostase est réalisée en 3 étapes qui sont l’hémostase 
primaire, l’hémostase secondaire et l’hémostase tertiaire. 
 
 
2.4.2 Hémostase primaire 
 
L’hémostase primaire est la première étape d’urgence du contrôle de l’hémorragie. Elle 
commence au moment de la lésion pour se terminer par la formation du clou plaquettaire 
permettant l’obturation de la brèche vasculaire. C’est une étape qui se met en place très 
rapidement et qui ne dure que 3 à 5 minutes. Elle est composée d’un temps vasculaire et d’un 
temps plaquettaire. 
 
 
2.4.2.1 Temps vasculaire 
 
Après un choc ou une coupure, l’endothélium endommagé n’est plus capable d’assurer 
l’hémostase. La première réponse va être une vasoconstriction passive liée à l’élasticité des 
parois vasculaires suivie d’une vasoconstriction active grâce à la contraction réflexe des fibres 
musculaires lisses de la paroi artérielle (figure 16a). Cette vasoconstriction permet de diminuer 
localement le débit sanguin. Il y a aussi augmentation des forces de cisaillement (surtout au 
niveau des vaisseaux de petits diamètres) ce qui va favoriser le contact des plaquettes non 
activées avec le sous-endothélium. Certaines protéines du sous-endothélium et des couches 
plus profondes du vaisseau telles que, le facteur de Willebrand, les différents types de 
collagènes, la fibronectine ou encore les laminines vont alors interagir avec les plaquettes. La 
liaison avec le facteur de Willebrand va engendrer une signalisation intracellulaire qui entraine 
des changements morphologiques des plaquettes. Ces dernières vont alors émettre des 
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filopodes et l’activation de certaines intégrines qui vont favoriser leur étalement et leur 
adhérence au niveau de la paroi lésée. 
 
 
2.4.2.2 Temps plaquettaire 
 
Les plaquettes vont alors adhérer à la surface du sous-endothélium via des récepteurs 
membranaires spécifiques et par l’intermédiaire du facteur Willebrand (figure 16b). Les 
plaquettes se retrouvent alors sous leur forme activée et vont libérer des substances comme 
le thromboxane A2 qui vont favoriser davantage le recrutement de nouvelles plaquettes. En 
présence de calcium et de fibrinogène, les plaquettes vont s’agréger entre elles par le 
récepteur de la membrane plaquettaire (GPIIbIIa) (figure 16c). Cet agrégat formé de 
plaquettes et de fibrine est appelé clou plaquettaire ou encore thrombus blanc et termine 
l’hémostase primaire (figure 16d). 
 
 
Figure 16 : hémostase primaire. 
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2.4.3 Hémostase secondaire 
 
L’hémostase secondaire renforce le clou plaquettaire grâce à la production de fibrine et aboutit 
à la formation d’un caillot insoluble. L’ensemble de ces étapes repose sur l’activation en 
cascade de plusieurs facteurs de la coagulation (tableau 6) dont la dernière étape repose sur 
la production de fibrine insoluble. L’ensemble de ces étapes forme la cascade de la 
coagulation qui repose sur l’activation de 2 voies ; la voie endogène et la voie du facteur 
tissulaire (= ex voie extrinsèque) avant de se retrouver en une seule voie commune (figure 
17). 
 
Tableau 6 : Les différents facteurs de la coagulation et leurs inhibiteurs. 
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2.4.3.1 La voie du facteur tissulaire  
 
Le facteur tissulaire ou thromboplastine (facteur III) est présent à la surface des cellules 
épithéliales et des muqueuses et son expression est augmentée en cas d’inflammation. Le 
facteur tissulaire va permettre d’initier la voie endogène en activant le facteur VII. Le facteur 
VII activé (VIIa) va à son tour permettre l’activation du facteur X. 
 
 
2.4.3.2 La voie endogène 
 
L’activation du facteur XII par contact avec le sous-endothélium (dû à la lésion de 
l’endothélium) va initier la voie endogène. Le facteur XIIa va activer le facteur XI puis le facteur 
XIa va à son tour activer le facteur IX. Le facteur IXa en présence de son cofacteur le facteur 
VIIIa vont permettre d’activer le facteur X. 
 
La voie endogène et celle du facteur tissulaire se retrouvent en une même voie commune au 
moment de l’activation du facteur X.  
 
 
2.4.3.3 La voie commune  
 
Le facteur Xa va initier la voie commune en permettant de clivage de la prothrombine en 
thrombine. La thrombine va à son tour permettre le clivage du fibrinogène en fibrine. Le facteur 
XIIIa va pouvoir former des ponts ε-(y-glutamyl)lysine avec les polymères de fibrine la rendant 
ainsi insoluble et terminant la cascade de la coagulation. 
 
Il existe de nombreux rétrocontrôles au sein de cette version simplifiée de la cascade de la 
coagulation. Par exemple l’antithrombine peut également inhiber le facteur X et la thrombine. 
La protéine S active la protéine C qui a son tour agit comme inhibiteur du facteur VIII. 
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Figure 17 : Version simplifiée de la cascade de la coagulation. 
 
 
2.4.4 Hémostase tertiaire 
 
L’hémostase tertiaire correspond à la fibrinolyse c’est-à-dire à la résolution du clou 
plaquettaire. Cette étape est médiée par l’action de l’enzyme protéolytique, la plasmine. En 
condition normale, la plasmine circule sous sa forme inactive, le plasminogène. Ce 
plasminogène est une β-globuline synthétisée par le foie et elle se lie grâce à sa forte affinité 
pour la lysine au fibrinogène et la fibrine, présent au sein du clou plaquettaire. Plusieurs jours 
après la lésion du vaisseau sanguin, l’endothélium va relarguer des activateurs du 
plasminogène (tPA, urokinase). Ces activateurs vont diffuser au travers du caillot et cliver le 
plasminogène en plasmine. La plasmine via son activité sérine protéase va dégrader les 
polymères de fibrines en produits de dégradation de la fibrine. Après plusieurs étapes de 
dégradations successives, ces produits de dégradation de la fibrine vont se complexer avec 
des monomères de fibrines empêchant leur polymérisation par la formation d’un complexe 
soluble. Les autres produits peptidiques issus de la dégradation par la plasmine vont jouer une 
action antithrombotique et inhibitrice de l’agrégation plaquettaire. La fibrinolyse va permettre 
d’éviter d’éventuelles complications thromboemboliques qui seraient dues à l’accumulation 
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des caillots dans la circulation sanguine. La fibrinolyse est la plus longue des 3 phases de 
l’hémostase et se met en place plus de 60 heures après la formation du clou plaquettaire.  
 
 
2.4.5 Exploration de l’hémostase 
 
L’exploration de l’hémostase peut être réalisée à chacune des 3 étapes.  
? L’hémostase primaire peut être explorée via l’évaluation du temps de saignement, la 
numération plaquettaire, l’évaluation de l’agrégation et de la sécrétion plaquettaire ou 
encore le dosage et la mesure de l’activité du facteur de von Willebrand. 
 
? L’exploration de l’hémostase secondaire peut être réalisée en évaluant le temps de 
Quick (temps de prothrombine), le temps de céphaline kaolin, le test de génération de 
thrombine, via la réalisation d’un thromboélastogramme, ou encore via le dosage des 
facteurs de la coagulation. 
 
? La fibrinolyse peut être étudiée par exploration globale via le test de Von Kaulla, le 
dosage de plasminogène, le dosage de fibrinogène ou encore le dosage des produits 
de dégradation de la fibrine et les d-dimères. 
 
L’utilisation d’AVK ou la limitation des apports en vitamine K va directement jouer un rôle sur 
la coagulation en empêchant l’activation des facteurs de la coagulation vitamine K dépendants 
II, VII, IX et X. Ces facteurs à l’exception du facteur IX appartiennent à la voie du facteur 
tissulaire et à la voie commune de la cascade de la coagulation. Pour évaluer ces différents 
facteurs, seules les deux techniques exploratoires de l’hémostase utilisées au cours de ce 
travail de thèse sont détaillées dans la section suivante.  
 
 
2.4.5.1 Temps de Quick 
 
Le temps de Quick (TQ) ou temps de prothrombine est un test de première intention 
couramment utilisé qui permet d’explorer la voie du facteur tissulaire de la coagulation. Il 
correspond au temps nécessaire à un plasma préalablement citraté à coaguler après l’ajout 
de calcium et de thromboplastine. Le calcium et la thromboplastine vont permettre d’initier la 
voie du facteur tissulaire en activant le facteur VII.  
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La mesure du TQ est cependant soumise à d’importantes variations en fonction du lot de 
thromboplastine utilisé. Cela rend la comparaison intra et inter laboratoires compliquée. Pour 
répondre à ce biais, chaque lot de thromboplastine est caractérisé par un index de sensibilité 
international (ISI). Plus l’ISI est faible plus il est sensible. En 1982 la notion d’INR a permis de 
standardiser la valeur du temps de Quick en prenant en compte l’ISI et de plasmas témoins 
en référence selon la formule suivante :  
 
INR = (TQ échantillon / TQ témoin) ISI 
 
L’INR est donc définit comme étant le rapport du TQ de l’échantillon à mesurer sur celui de 
l’échantillon témoin le tout élevé à la puissance ISI. 
La surveillance du traitement aux AVK repose aujourd’hui la le contrôle de l’INR.  
 
Le TQ reste un bon indicateur de la coagulation s’il est utilisé pour comparer les résultats au 
sein d’une même étude et qu’un seul lot de thromboplastine a permis de générer tous les 
résultats. 
 
 
2.4.5.2 Dosage des facteurs de la coagulation 
 
Il est possible d’évaluer l’efficacité de la coagulation en dosant directement les facteurs de la 
coagulation activés disponibles et notamment les facteurs vitamines K dépendants. Le principe 
du dosage est identique pour les 4 facteurs et repose sur la capacité de ces facteurs à cliver 
un substrat chromogénique après une succession d’étapes. Dans le cas simple du dosage du 
facteur X il est ajouté au plasma citraté un tampon contenant tous les autres facteurs. Cela 
permet au facteur X d’être l’étape limitante de la réaction. L’ajout de venin de vipère de Russell 
va ensuite activer le facteur X qui va alors pouvoir cliver le substrat peptidique du facteur Xa 
(SXa). En étant clivé, le SXa va libérer de la paranitroaniline (pNA) qui est un substrat 
chromogénique dont la longueur d’onde maximale d’absorption est de 405nm. 
Le dosage de la prothrombine est légèrement différent en faisant intervenir de l’écarine qui 
réagit indifféremment avec la forme gamma-carboxylée et non-gamma-carboxylée de la 
prothrombine. L’utilisation classique de l’écarine est la mesure de la prothrombine non-
gamma-carboxylée présente dans le plasma chez l’homme dans un contexte de carence en 
vitamine K ou d’utilisation d’AVK. Chez le rat, seule la prothrombine gamma-carboxylée est 
circulante, la forme non-gamma-carboxylée n’étant pas libérée par l’hépatocyte. L’écarine peut 
être utilisée pour activer directement la prothrombine.  
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2.5 Les minéralisations vasculaires 
2.5.1 Généralités 
 
Les minéralisations vasculaires ou calcifications vasculaires (CV) peuvent être définies comme 
le résultat d’un dépôt pathologique d’une matrice osseuse minéralisée au sein du système 
vasculaire. Ces dépôts sont composés de cristaux d’hydroxyapatites eux même composés de 
phosphate et de calcium [Ca10(PO4)6(OH)2]. Ces cristaux sont les mêmes que ceux retrouvés 
au cours de la minéralisation osseuse (ossification). Ce dépôt minéral au sein du système 
cardio-vasculaire fait de ce dernier la 2ème structure minéralisée de l’organisme après le 
squelette.  
 
La minéralisation vasculaire est une affection fréquente dans la population générale et 
principalement retrouvée chez les personnes de plus de 60 ans ou elle est associée à un 
risque cardiovasculaire important (Allison et al., 2004),(Leening et al., 2012), (Rifkin et al., 
2012), (Alexopoulos and Raggi, 2009). Cette pathologie est aussi accélérée au cours du 
diabète, de pathologies inflammatoires, de la maladie rénale chronique, de l’ostéoporose, lors 
d’un traitement aux AVK au long cours ou encore dans certaines maladies héréditaires (Wu et 
al., 2013), (McCullough et al., 2008), (Johnson et al., 2006).  
 
Pendant longtemps la minéralisation vasculaire était considérée comme étant un phénomène 
passif. On lui accorde aujourd’hui une régulation par des mécanismes actifs complexes faisant 
intervenir des cellules de ressemblant à des ostéoblates (osteoblast-like) (OST-L). Ces OST-
L sont des cellules vasculaires musculaires lisses (VSMC) qui se sont différenciées en cellules 
comportant des caractéristiques propres aux ostéoblastes comme celle de synthétiser des 
vésicules matricielles minéralisées dans les parois artérielles (Qiao et al., 2003).  
 
On distingue 4 grands types anatomiques de minéralisations vasculaires ; les minéralisations 
intimales, médiales, les calcifications valvulaires et la calciphylaxie (figure 18). Certaines de 
ces calcifications peuvent coexister au sein d’un même vaisseau et agir en synergie. C’est le 
cas des calcifications rencontrées chez les patients souffrant d’insuffisance rénale chronique 
(IRC) qui allient calcifications intimales et médiales. Ces différents types de minéralisations 
vont toutes être responsables de vasculopathies aux répercussions cliniques diverses. La 
présence de calcifications vasculaires quelques soit leurs localisations, multiplie par 3 à 4 le 
risque de mortalité et d’évènements cardiovasculaires (Rennenberg et al., 2009). 
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Figure 18 : Les différents types de calcifications vasculaires. 
 
 
2.5.2 Calcifications intimales 
 
La calcification de l’intima est aussi connue sous le nom de calcification athérosclérotique et 
est la forme de minéralisation vasculaire avec la plus forte prévalence. Elle se développe à 
partir d’un dépôt lipidique de type oxystérol qui s’accumule dans la zone sous-intimale. Cette 
accumulation induit une inflammation chronique et va initier le développement d’une plaque 
d’athérome entrainant le remaniement de l'intima des artères de gros et moyen calibre comme 
l’aorte et ses branches. Ce remaniement va aboutir dans sa version la plus avancée à une 
déformation excentrique du vaisseau avec un cœur lipidique recouvert d’une coiffe fibreuse 
comportant de forts dépôts minéralisés. Au cours du développement de l’athérome il y a 
activation de voies de signalisation induisant la transdifférenciation des VSMC en OST-L 
semblables aux ostéoblastes et aux chondrocytes (Sage et al., 2010) (Thompson and Towler, 
2012). Ces OST-L vont produire une matrice minéralisée qui va à son tour favoriser le 
développement de minéralisations.  
Le rôle stabilisateur des dépôts de calcium dans la plaque d’athérome est encore actuellement 
débattu (Johnson et al., 2006). Il semblerait que seules les minéralisations de la coiffe fibreuse 
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soient responsables d’une stabilisation de la plaque d’athérome contrairement aux 
microcalcifications localisées dans le cœur lipidique (Kelly-Arnold et al., 2013).  
 
 
2.5.3 Calcifications médiales 
 
La calcification de la média artérielle anciennement appelée calcification de Möncberg se 
produit principalement dans les petites et moyennes artères musculaires périphériques (Fuery 
et al., 2017). Elles sont fréquemment rencontrées au cours du vieillissement, du diabète de 
type II, d’un traitement aux AVK au long cours ou de l’insuffisance rénale chronique. Elle se 
caractérise par des dépôts concentriques de calcium le long des lames élastiques des artères.  
La calcification médiale entraine une rigidification artérielle, mais contrairement à la 
calcification athérosclérotique elle n’entraine pas de réduction de la lumière des vaisseaux (ni 
thrombose ni sténose). Pour ces raisons elle a souvent été classée comme n’entrainant pas 
de perturbation clinique significative.  
L’apparition de calcifications médiales est cependant un facteur de risque important de 
mortalité et d’amputation chez les patients atteints du diabète de type II (Nelson et al., 1988).  
 
En cas de calcifications importantes de la média des plus gros vaisseaux comme l’aorte, la 
pression systolique et la vitesse d’onde de pouls vont augmenter du fait de la baisse de la 
compliance artérielle (Dao et al., 2005). Cela augmente le travail cardiaque, entraine une 
hypertrophie du ventricule gauche et favorise la survenue d’accidents cardio-vasculaires. 
 
 
2.5.4 Calcifications valvulaires 
 
La calcification valvulaire touche les valves cardiaques entrainant leur sténose. Cette sténose 
est responsable d’insuffisance cardiaque et concerne de 2% à 7% des personnes de plus de 
70 ans (Otto and Prendergast, 2014). Le mécanisme impliqué dans ce type de calcification est 
assez similaire à celui rencontré dans l’athérosclérose. En plus de l’inflammation, les 
contraintes mécaniques appliquées sur les valves jouent un rôle important dans le 
développement de la pathologie (O’Brien, 2006). Ainsi une plus grande proportion de sténose 
aortique est retrouvée chez les personnes présentant des valves aortiques bicuspides et non 
tricuspides et les atteintes sont alors plus précoces. Cela est dû à la forme non optimale des 
valves bicuspides qui engendre donc un stress mécanique plus important (Freeman and Otto, 
2005). En cas de calcifications importantes des valves cardiaques, le traitement consiste en 
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leur retrait et remplacement par des prothèses mécaniques. Ces prothèses (d’origine 
biologique ou non) peuvent être à leurs tours sujettes à la calcification et nécessitent un 
remplacement tous les 10 ans.  
 
 
2.5.5 Calciphylaxie 
 
La calciphylaxie encore appelée artériopathie urémique calcifiante est une maladie rare avec 
une prévalence faible de 1% des patients hémodialysés mais associée à une forte mortalité 
dans 60% à 80% des cas (Dosanjh and Kebebew, 2005). Elle se caractérise par des 
calcifications médiales diffuses des artérioles des tissus mous sous-cutanés. Ces calcifications 
se propagent ensuite au niveau de l’intima et s’étendent sur des zones importantes de la peau 
entrainant une ulcération progressive. Cette ulcération peut entrainer des complications 
graves comme le sepsis et la mort de l’individu.  
 
 
2.5.6 Mécanismes impliqués dans les calcifications 
vasculaires 
 
Lors des calcifications vasculaires, les VSMC se différencient en OST-L. Dans les vaisseaux 
sanguins calcifiés, on note une augmentation de facteurs de transcriptions comme Msx2, Sox9 
ou Runx2 qui sont propres à l’os et aux chondrocytes. Ces cellules de type ostéoblastique vont 
alors développer des microcalcifications qui vont servir de sites de nucléation permettant ainsi 
de nouveaux dépôts de calcium et phosphates. Le développement des calcifications 
vasculaires est semblable à celui retrouvé au cours de la minéralisation osseuse.  
Les mécanismes à l’origine de la différenciation des VSMC en OST-L sont multifactoriels. Ils 
peuvent être d’origine hormonale, liée au stress oxydant, au phénomène d’apoptose ou encore 
à une diminution des inhibiteurs de calcifications (figure 19). Ces différents mécanismes 
peuvent également être interconnectés et agir en synergie. 
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Figure 19 : Les différents mécanismes impliqués dans la différenciation des VSMC en 
cellules de type ostéoblastiques. 
 
2.5.6.1 Stress oxydatif 
 
En cas de stress oxydatif, l’augmentation de l’activité NAPDH oxydase et celle de la 
concentration en peroxyde d’hydrogène engendre une surexpression de Runx2 permettant la 
transdifférenciation des VSMC en OST-L (Byon et al., 2008). Le diabète et/ou la consommation 
d’acides gras saturés sont des facteurs stimulant les calcifications vasculaires via 
l’augmentation du stress oxydatif. Ainsi, des souris nourries avec un régime riche en palmitate 
développent des calcifications médiales et l’administration d’antioxydant prévient l’apparition 
de ces calcifications (Brodeur et al., 2013). Les espèces réactives en oxygène (ROS) et 
différentes cytokines comme le TNF-α peuvent également induire un stress oxydatif au niveau 
du réticulum endoplasmique. Ce stress oxydatif du réticulum endoplasmique permet la 
transcription du facteur XBP-1 qui se fixe sur le promoteur de Runx2 (Liberman et al., 2011).  
 
 
2.5.6.2 Hormones et vitamine D 
 
Les hormones et notamment les hormones stéroïdes peuvent jouer un rôle important dans le 
développement des CV. Les œstrogènes ont montré un rôle protecteur sur le développement 
des CV à la fois in vitro et in vivo (Rzewuska-Lech et al., 2005), (Osako et al., 2010) alors que 
le rôle de la testostérone est plus controversé (McRobb et al., 2009), (Son et al., 2010).   
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Le rôle de l’hormone parathyroïde (PTH) est également controversé. Un étude réalisée sur un 
modèle de rats insufisants rénaux ayant subi un retrait de leurs glandes parathyroïdes et traités 
à la PTH montre des calcifications médiales importantes de l’aorte (Neves et al., 2007). Une 
autre étude montre au contraire que l’administration pulsatile de PTH(1-37) réduit l’apparition 
des CV (Sebastian et al., 2008).  
La vitamine D joue un rôle dose dépendant sur l’apparition des CV. Une dose physiologique 
en vitamine D va jouer un rôle protecteur alors qu’une dose pharmacologique va être délétère. 
L’hypervitaminose D induit une hypercalcémie et une hyperphosphatémie qui se traduit par 
des calcifications rapides (quelques jours) et massives. Cette hypervitaminose s’accompagne 
de signes cliniques tels qu’une céphalée, une asthénie, une perte d’appétit voire une anorexie, 
un amaigrissement, une polyurie et de la déshydratation. 
L’aldostérone joue un rôle procalcifiant. Elle augmente in vitro l’expression du transporteur du 
phosphate et des gènes pro-ostéoblastiques au sein des VSMC. Elle augmente également 
l’activité phosphatase alcaline et l’expression du TNF-α dans cellules OST-L (Jaffe et al., 
2007). Une diminution de l’expression du gène Klotho (gène qui code pour une protéine 
transmembranaire dans le rein et les vaisseaux sanguins et qui agit comme un inhibiteur des 
CV), chez la souris est associée à un hyperaldostéronisme. 
 
 
2.5.6.3 Apoptose 
 
Au moment de l’apoptose, les VSMC peuvent relarguer des corps apoptotiques qui agissent 
de manière similaire à des vésicules matricielles contenant du calcium (Proudfoot et al., 2000). 
Ces corps apoptotiques peuvent initier les dépôts de calcium et de phosphate dans le tissu 
vasculaire. Inversement, les cristaux de calcium peuvent également induire l’apoptose des 
VSMC via l’augmentation rapide du calcium intracellulaire. 
 
 
2.5.6.4 Inhibiteurs de la précipitation 
 
Les concentrations plasmatiques en calcium et phosphate se trouvent en concentration 
sursaturées. Cela est possible grâce à la présence de puissants inhibiteurs de calcifications. 
Une diminution de l’expression ou de l’activité de ces inhibiteurs engendre l’apparition de 
calcifications ectopiques.  
La fétuine A est une glycoprotéine plasmatique synthétisée dans le foie et appartenant à la 
famille des cystatines. Elle agit comme un puissant inhibiteur de la précipitation 
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phosphocalcique via la formation un complexe transitoire soluble composé de fétuine A et 
d’hydroxyapatite (calciprotéine). Cette calciprotéine assure le transport et l’élimination des 
dépôts phosphocalciques vers l’os. Au cours de l’IRC il est montré un déficit en fétuine A, ce 
qui pourrait en partie expliquer les CV observées au cours de cette pathologie (Ketteler et al., 
2003). La fétuine A est également une protéine négative de l’inflammation et son KO chez la 
souris engendre des calcifications vasculaires (Schafer et al., 2003). 
RANK-L (receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand) est une petite protéine 
transmembranaire sécrétée exclusivement par les ostéoblastes, les cellules stromales et les 
cellules T. La fixation de RANKL à son récepteur RANK présent à la surface des ostéoclastes 
et des cellules dendritiques permet l’activation de la cascade de signalisation. 
L’ostéoprotégérine est un récepteur soluble qui se lie à RANK-L et qui va empêcher la 
fixation de RANK-L sur son récepteur. L’ostéoprotégérine agit donc comme un puissant 
inhibiteur de la résorption osseuse diminuant aussi le relargage de calcium et de phosphate 
au niveau circulant. Les VSMC provenant de calcifications vasculaires expriment moins 
d’ostéoprotégérine que celles provenant d’artères saines (Malyankar et al., 2000). Des souris 
déficientes en ostéoprotégérine développent également des calcifications artérielles 
spontanées (Makarović et al., 2015). 
ENPP1 (ecto-ATPase nucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 1) est un inhibiteur 
extracellulaire de pyrophosphate qui prévient la formation et la propagation des cristaux d’HA. 
La transplantation d’une aorte provenant d’une souris WT sur une souris KO ENPP1 engendre 
l’apparition de CV (Villa-Bellosta et al., 2013). La manipulation inverse permet de prévenir 
l’apparition des CV montrant bien l’implication de cette protéine dans la régulation des CV. 
Une mutation du gène ABCC6 (ATP-binding cassette subfamily C6) est responsable du 
pseudoxanthoma elasticum. Cette maladie est associée à des calcifications du tissus 
conjonctif. Les souris KO ABCC6 présentent une accumulation de calcium artériel 2 fois 
supérieure à des souris WT (Nitschke and Rutsch, 2012). De même chez les rats insuffisants 
rénaux il a été montré une diminution de la teneur en protéines ABCC6 (Lau et al., 2014). 
La MGP et la GRP sont deux PVKD importantes impliquées dans l’inhibition des CV au niveau 
tissulaire. Leurs rôles ont déjà été détaillés dans les sections 2.2.4 et 2.2.7 de ce manuscrit.  
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2.5.7 Modèles de calcifications vasculaires chez le rat 
2.5.7.1 Avec utilisation d’AVK 
 
Paul Price en 1998 et Andrew Howe en 2000 montrent qu’il est possible d’induire des 
calcifications vasculaires en injectant 1 ou 2 fois par jour une quantité importante de warfarine 
(proche de 1000 fois la dose toxique) chez les rats mâles de type Sprague-Dawley (SD) 
pendant plusieurs semaines (Price et al., 1998) (Howe and Webster, 2000).  
Pour éviter la mortalité par hémorragie induite par l’utilisation de la warfarine et maintenir une 
coagulation normale, une injection quotidienne de 10 à 15 mg/kg de vitamine K1 est 
nécessaire. Cette méthodologie permet l’obtention de calcifications médi ales visibles par 
coloration de Von-Kossa au bout de 2 semaines et qui progressent au cours du temps. Après 
5 semaines les calcifications sont si importantes qu’elles sont visibles par radiographie et par 
simple inspection visuelles (Price et al., 1982) et par coloration au rouge alizarine (Howe and 
Webster, 2000). Ces calcifications sont présentes au niveau de l’aorte, des valves cardiaques, 
des artères coronaires, des artères pulmonaires, mais apparemment absentent des veines et 
des capillaires.  
Le mécanisme proposé dans ce modèle repose sur la limitation des PVKD extrahépatiques à 
se trouver sous leur forme activée (forme physiologiquement active) du fait de l’action des 
AVK. La MGP qui agit normalement comme un inhibiteur de la calcification ne peut alors plus 
jouer son rôle. Ni la calcémie ni la phosphatémie ne sont augmentées dans ce modèle.  
Aucun trouble lié au métabolisme osseux comme cela est rencontré au cours d’un traitement 
aux AVK au long court n’est également observé (Price et al., 1982). Il semblerait que l’âge des 
rats au moment du traitement par la warfarine influe sur le développement des calcifications. 
Des rats de 20 jours développent des calcifications plus importantes que des rats de 42 jours 
et aucune calcification n’est observée sur des rats de 10 mois (Price et al., 2000).  
La consommation de vitamine K2 semble reverser partiellement les calcifications induites par 
ce modèle (Schurgers et al., 2007a), (Jiang et al., 2016).  
Le modèle de calcification basé sur l’utilisation d’AVK + PK est efficace, mais nécessite 
plusieurs manipulations quotidiennes sur l’animal. Cette contrainte est assez lourde pour le 
manipulateur et n’est pas non plus idéale pour le bienêtre animal.  
Une solution consiste à incorporer la warfarine et la PK directement dans l’alimentation du 
rongeur. Cela a été réalisé chez la souris  avec une augmentation significative de la teneur en 
calcium au niveau de l’aorte après 28 jours de traitement (Krüger et al., 2013). Aucune donnée 
chez le rat n’est à ce jour rapporté. Dans ce modèle, l’activité VKOR est inhibée par l’action 
des AVK, mais la vitamine K absente sous sa forme hydroquinone, s’accumule en grande 
quantité sous sa forme époxyde. Cela ne reflète pas ce qu’il se passe physiologiquement en 
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cas de carence ou les 2 formes sont très fortement diminuées. De même il ne reflète pas ce 
qu’il se passe dans le cadre d’un traitement au long cours aux AVK fréquemment rencontré 
chez l’Homme. En effet les doses utilisées sont des doses toxiques et non thérapeutiques et 
font appel à une administration de PK pour en minimiser les effets toxiques.  
 
L’hypervitaminose D est reconnue depuis de nombreuses années pour induire des 
calcifications vasculaires massives en quelques jours chez le rat (Takeo et al., 1991), (Bajwa 
et al., 1971). La synergie entre la vitamine D et le traitement à la warfarine du modèle de Price 
permet d’induire des calcifications plus importantes et plus rapidement que dans le modèle de 
Price classique (Price et al., 2000). Malheureusement l’association de warfarine et de vitamine 
D provoque une mortalité importante des individus et rend l’utilisation de cette association 
inefficace pour établir un modèle de CV durable. 
 
 
2.5.7.2 Régime riche en phosphate et néphrectomie 
 
Chez le rat, pour induire une IRC proche de celle rencontrée chez l’Homme il est possible de 
réaliser une néphrectomie partielle accompagnée d’un régime riche en phosphate (Liu et al., 
2015), (Hortells et al., 2017) ou d’administrer de l’adénine à fortes doses pendant plusieurs 
semaines (Yokozawa et al., 1986), (Diwan et al., 2013) (Al Za’abi et al., 2015), (Nguy et al., 
2016). L’adénine est néphrotoxique et reste la solution la plus simple à mettre en place pour 
induire l’IRC puisqu’il suffit de l’ajouter au régime alimentaire ou par injection intrapéritonéale 
pour observer le développement de l’IRC en quelques semaines. Il va y avoir une atrophie 
rénale accompagnée d’une destruction glomérulaire, une accumulation de cristaux de calcium 
et la présence de granulomes dans les tubules rénaux et l’espace interstitiel. Dans le stade 
avancé une fibrose est également observée. Ces altérations s’accompagnent au niveau 
systémique d’une forte augmentation, de l’acide urique plasmatique, de la concentration en 
minéraux (Ca, Pi, K, Na) et de la créatinine avec une clairance en dessous de 10%. Le profil 
en acide aminé libre est aussi altéré avec une diminution en acides aminés essentiels. Une 
augmentation de l’aldostérone et de la PTH et une diminution de la vitamine K plasmatique 
sont également observées. Au niveau vasculaire on observe une hypertension accompagnée 
d’une diminution de la compliance artérielle. Ces atteintes vasculaires sont complétées par 
des calcifications importantes de la média artérielle. 
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2.5.7.3 Avec carence en vitamine K 
 
La carence en vitamine K chez le rat a été traitée dans la partie 2.1.6.2 de ce manuscrit. Toutes 
les études mentionnées dans cette section décrivent l’apparition et la prévention des 
syndromes hémorragiques induits par la carence, mais aucune ne met en évidence de lien 
entre carence en vitamine K et calcifications vasculaires chez ces animaux.  
Une récente étude de 2016 avait pour objectif de proposer un nouveau modèle de carence en 
vitamine K chez le rat. Ce modèle repose sur l’utilisation de rats mâles de types SD soumis à 
un régime déficient en vitamine K plus l’administration de gentamicine. Dans ce modèle, la 
gentamicine a pour but de limiter la synthèse de MK par la flore intestinale. Cette production 
bien que faible pourrait contribuer à l’apport direct ou indirect (via la coprophagie) en vitamine 
K et ainsi rendre inefficace la tentative de carence comme cela a été observé chez la souris 
(Komai et al., 1988). Les auteurs parviennent à créer un état de carence en 14-21 jours 
caractérisé par une augmentation du temps de prothrombine, une diminution du facteur II, VII, 
IX et X de la coagulation et des seuils indétectables de PK et MK4 dans le foie (Mi et al., 2016). 
Aucune information n’est cependant apportée sur le niveau de gamma-carboxylation des 
PVKD impliqués dans l’inhibition des calcifications vasculaires comme la MGP, la GRP ou 
l’ostéocalcine. Aucune information n’est également donnée sur la teneur en calcium tissulaire. 
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3 CONTEXTE & OBJECTIFS 
 
La vitamine K est indispensable au maintien de l’hémostase via la synthèse de certains 
facteurs de la coagulation, mais aussi au maintien de l’intégrité cardiovasculaire grâce à la 
synthèse de protéines inhibitrices de calcifications. Ces calcifications vasculaires chez 
l’Homme sont rencontrées principalement au cours du diabète de type II, de l’insuffisance 
rénale chronique ou tout simplement au cours du vieillissement. Si l’état de carence totale en 
vitamine K n’est pas décrit chez l’Homme, un état de subcarence peut exister dans la 
population générale. Au cours de cet état de subcarence, la vitamine K se trouve en quantité 
suffisante pour maintenir une coagulation normale, mais en quantité insuffisante pour 
maintenir les fonctions moins vitales comme l’inhibition des calcifications vasculaires. 
 
L’étude des relations entre l’état de subcarence en vitamine K et celle des calcifications 
vasculaires se révèle très compliquée chez l’Homme, mais elle peut être approchée en ayant 
recours à un modèle animal. À ce jour il n’existe malheureusement à notre connaissance 
aucun modèle murin de subcarence en vitamine K décrit dans la littérature scientifique. 
 
Comme pour l’Homme, les besoins du rat en vitamine K sont très faibles. La carence totale 
aboutit à la mort des individus par hémorragie et les tentatives de subcarences sont sans effets 
sur le développement de calcifications vasculaires. Ces constatations laissent à penser que la 
marge entre besoin vital et subcarence est très faible chez cette espèce. 
 
En Europe et dans le reste du monde, la régulation des populations de rongeurs via l’utilisation 
d’AVK depuis plusieurs décennies a conduit à l’émergence de populations de rats résistants à 
ces molécules. Ces rats présentent un polymorphisme du gène Vkorc1. Ce gène responsable 
du recyclage de la vitamine K est aussi la cible des AVK. Ces différentes mutations rendent 
ces rats moins sensibles aux AVK ; c’est l’avantage de la mutation. En contrepartie, ces rats 
nécessitent plus de vitamine K dans leur alimentation à cause d’un recyclage moins efficace, 
c’est le coût biologique de la mutation.  
 
En situation normale à l’état naturel, ces besoins augmentés sont facilement compensés bien 
que des calcifications vasculaires aient été retrouvées chez des vieux rats mâles sauvages 
homozygotes C139 sur le gène Vkorc1 (Vkorc1C139/C139) (Kohn et al., 2008). Une étude de 2013 
réalisée à l’USC1233 a montré in vitro que cette mutation engendrait une activité catalytique 
fortement altérée de l’enzyme Vkorc1 avec la production d’un métabolite inactif (Matagrin et 
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al., 2013). Ces rats VKORC1C139/C139 pourraient disposer d’une fenêtre de besoin en vitamine 
K entre carence et subcarence plus large que pour les rats standards.  
En créant une lignée consanguine de rat VKORC1C139/C129  introgréssés sur fond génétique de 
rats standards de laboratoires et en modulant les apports en vitamine K dans l’alimentation de 
ces animaux, il serait alors possible d’induire des calcifications vasculaires.  
Ces calcifications induites par une subcarence en vitamine K serviraient alors de modèle 
d’étude pour mieux comprendre les phénomènes observés chez l’Homme. 
Le laboratoire USC1233 dispose de différentes souches résistantes aux AVK comme les 
souches C139, Y139 et Q120 (cf section 2.1.5.5.2.3).  
Le but de cette thèse est de proposer, à partir des 3 lignées résistantes disponibles, un modèle 
de subcarence en vitamine K chez le rat permettant l’étude des calcifications vasculaires 
associées. 
 
Pour atteindre ce but, 4 objectifs principaux ont été développés au cours de cette thèse : 
 
1) Caractériser la lignée C139 dans le cadre d’un élevage classique et d’une alimentation de 
laboratoire standardisée 
 
On entend par lignée C139, des rats dont le fond génétique est celui des rats Sprague Dawley 
néanmoins ces animaux sont porteurs de la mutation Y139C sur leur gène Vkorc1. 
L’introgression sur 10 générations ne laisse que 0,1% du génome sauvage dans la souche 
utilisée. Cette fraction sauvage est en outre éparpillée dans tout le génome et ne peut plus 
être homozygote. Evidemment le gène introgressé entraîne avec lui une part du chromosome 
1 du rat. La taille du gragment introgressé a été évaluée dans une expérience similaire 
(mutation Y139F sur 7 générations) et était de l’ordre de 20 à 30 millions de bases.  L’USC1233 
dispose de rats très proches des rats SD mais avec essentiellement une modification du 
chromosome 1 autour du gène VKORC1 porteur d’une mutation. Les différences 
phénotypiques observées entre les rats SD et cette lignée sont donc essentiellement liées à 
la mutation du gène VKORC1 et éventuellement à des gènes sauvages localisés entre les 
bases 170 milions et 210 millions.  
Le premier objectif était d’établir la lignée C139 et de la caractériser en condition d’élevage 
standard de laboratoire. En effet, la perte en vitamine K liée aux modifications de la catalyse 
et la description en milieu naturel de calcification anormale chez des rats sauvages porteurs 
de cette mutation à l’état homozygote peut permettre de penser que des modifications du 
statut vitaminique, de l’équilibre phosphocalcique pourraient apparaître dans cette lignée et 
enfin que l’apparition de calcification sur des animaux adutes voire agés, pourraient survenir. 
Il a fallu s’assurer que la mutation homozygote CC et hétérozygote YC au sein de la lignée 
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C139 maintenue dans des conditions standards n’entrainait aucune modification par rapport 
aux individus non mutés YY. Dans ce cadre-là, la fonction reproductrice, la répartition des 
différents génotypes et du sexe à la naissance, l’aspect morphologique, les constantes 
biochimiques, la coagulation, la teneur en calcium ainsi que la teneur en vitamine K tissulaire 
ont été évalués.  
 
2) Caractériser le modèle de calcifications vasculaires chez le rât mâle CC. 
 
Le deuxième objectif était d’évaluer chez les rats CC, l’impact d’une subcarence en vitamine 
K de plusieurs semaines sur l’apparition des calcifications vasculaires. Ces calcifications ont 
été caractérisées d’un point de vue qualitatif et quantitatif dans différents tissus. L’aspect du 
génotype, du sexe et du temps de carence ont également été explorés. 
Il s’agit de l’axe central de ce travail de thèse puisque c’est dans cette partie que le modèle de 
calcification médié par une carence en vitamine K a été caractérisé. 
 
3) Comparaison du besoin en vitamine K des différentes lignées  
 
Ce troisième avait pour objectif d’évaluer l’impacte des mutations de Vkorc1 sur les besoins 
en vitamine K des différentes lignées présentent au laboratoire de l’USC1233. Cette évaluation 
a été faite en observant l’évolution de différents marqueurs de la carence représentés par le 
facteur II, le temps de Quick, la vitamine K tissulaire et l’ostéocalcine, dans les jours qui suivent 
la mise en carence en vitamine K chez ces rats.  
 
4) Voies d’amélioration du modèle de calcification proposé : le rôle de Vkorc1l1. 
 
Le modèle proposé dans l’axe 2 provoque des calcifications artérielles très importantes. 
Néanmoins, et de façon inattendue, ces calcifications sont remarquablement visibles dans les 
testicules des rats. Jamais, cette localisation n’avait été suggérée dans la littérature et en 
particulier dans les études cliniques développées chez des patients sous warfarine ou les 
modèles utilisant ce même anticoagulant.  
Les travaux relatifs au métabolisme de la vitamine K et en particulier les travaux sur l’enzyme 
Vkorc1l1 ont montré que cette enzyme est particulièrement abondante dans le testicule et 
particulièrement résistante à la warfarine (Hammed et al., 2013). Il nous est apparu que les 
effets de la warfarine ne pouvait pas être observé dans un organe riche en Vkorc1l1 et donc 
capable de recycler la vitamine K même sous traitement anticoagulant (modèle de price). La 
carence en vitamine K ne provoque cependant des calcifications, que lors de déplétion 
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extrême en MK4 dans le testicule. La présence de cette enzyme pourrait n’avoir aucun effet 
dans notre modèle.  
Dans ce 4ème axe nous avons donc décidé de mettre en place une étude relative au 
fonctionnement de cette enzyme. Pour cela l’effet d’autres anticoagulants que la warfarine ont 
été étudiés à la fois sur VKORC1 et VKORC1-L1. La découverte d’un inhibiteur spécifique à 
Vkorc1-L1 pourraient permetre de confirmer le rôle de cette enzyme dans le développement 
des calcifications artérielles. 
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4 MATERIEL ET METHODES  
 
4.1  Animaux 
 
Des rats sauvages homozygotes Vkorc1C139/C139 initialement piégés en Allemagne ont été 
offerts par l’institut Julius Kühn (Quedlinbourg, Allemagne). Pour former une lignée 
consanguine, 4 mâles homozygotes Vkorc1C139/C139 ont été croisés avec 4 femelles Sprague-
dawley (Vkorc1Y139/Y139) (Charles river, Arbresle, France) pour créer la génération F1. Les 
individus mâles F1 ont été reproduits avec les femelles F1 pour donner naissance à la 
génération F2. Les différents génotypes des individus de la génération F2 ont été identifiés 
par génotypage. Les femelles hétérozygotes F2 Vkorc1Y139/C139 ont été mises en reproduction 
avec des mâles Sprague-dawley, et cela sur les 8 générations suivantes pour aboutir à la 
génération F10. Les mâles et femelles hétérozygotes F10 ont été mis en reproduction et ont 
donné naissance à la lignée C139 qui a été utilisée pour les travaux de cette thèse.  
Les rats sauvages Vkorc1F139/F139 ont été piégés par l’USC1233 et les rats sauvages 
Vkorc1Q120/Q120 ont été donnés par Sorex Limited (Widnes, UK). La même procédure a été 
appliquée à ces rats pour obtenir les lignées introgréssées F139 et Q120. 
Pour la suite de ce manuscrit, les différentes lignées et génotypes seront nommés de la 
manière suivante : 
SD = Lignée Sprague-dawley Vkorc1Y139/Y139 
YY = Lignée C139 Vkorc1Y139/Y139 
YC = Lignée C139 Vkorc1Y139/C139 
CC = Lignée C139 Vkorc1C139/C139 
FF = Lignée F139 Vkorc1F139/F139 
QQ = Lignée Hampshire = Lignée Q120 Vkorc1Q120/Q120 
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Figure 20 : Stratégie mise en place pour la création de la lignée C139 
 
Les différentes procédures réalisées sur les animaux au cours de ce projet ont fait l’objet d’une 
évaluation favorable du comité d’éthique de VetAgro Sup sous le numéro 1642-V3. 
 
 
4.2  Régimes alimentaires 
 
Au cours de ce projet, 4 régimes alimentaires ont été utilisés : 
? Un régime standard naturel avec ménadione (A04 avec MD) : SAFE A04 (U8220G10R) 
qui a servi de nourriture de base pour l’entretien des lignées. La teneur en vitamine K3 
dans le produit fini est comprise entre 2,5 et 4,8 mg/kg. 
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? Un régime standard naturel sans ménadione (A04 sans MD): SAFE A04 sans vitamine 
K3 et sans orge (U8220P9902 v231). Ce régime repose sur la base du régime standard 
SAFE A04 auquel l’orge, qui est potentiellement une source de vitamine K, a été 
remplacée par de l’amidon. Ce régime a été utilisé pour la carence en vitamine K à 
long terme des animaux.  
? Un régime synthétique sans ménadione (AIN93M sans MD) : SAFE AIN 93M sans 
vitamine K (U8978P9902 v68). C’est une formulation « synthétique » répondant aux 
besoins nutritionnels des rats, mais toutes les sources de vitamines K ont été 
minimisées. Ce régime a servi à carencer les rats sur des courtes périodes. 
? Un régime synthétique standard (AIN93M avec MD) :  SAFE AIN 93M avec 0,02g/kg 
de vitamine K3 (U8978P9902 v69). Il s’agit du même régime précédent, mais enrichi 
en vitamine K3 à raison de 20 mg/kg. Ce régime a servi de témoin de non-carence. 
 
 
4.3  Réactifs 
 
Les réactifs utilisés au cours de ce travail de thèse proviennent de chez Sigma-Aldrich (Saint 
Quentin Fallavier, France) et les solvants ont été fournis par VW. Dans le cas contraire, le nom 
du fournisseur est indiqué. 
 
 
4.4  Génotypage 
 
L’ADNg a été extrait à partir d’un échantillon de queue de 0,3 cm ou d’une phalange en utilisant 
un KIT d’extraction rapide reposant sur le principe de la lyse alcaline « Extracta™ DNA Prep 
for PCR – Tissu extraction kit » (Quanta, Biosciences). L’identification des génotypes des 2 
allèles de Vkorc1 a été réalisée à l’aide de différents couples d’amorces (Eurogentec, Anger, 
France) en fonction du génotype recherché. 
 
Amorces Sens : 
Vkorc1Y139/Y139 :     5′- CATTGTTTGCATCACCACCTA-3′ 
Vkorc1C139/C139 :    5′- CATTGTTTGCATCACCACCTG -3′  
Vkorc1F139/F139 :    5′- CATTGTTTGCATCACCACCTT -3′ 
Vkorc1L120/L120 :    5′- TGTCGCTGGTTCTCTGTACCT -3′ 
Vkorc1Q120/Q120 :    5′- TGTCGCTGGTTCTCTGTACCA -3′ 
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Amorce antisens : 
Vkorc1Y139/Y139, F139/F139 et C139/C139 :  5′- TCAGGGCTTTTTGACCTTGTG -3′ 
Vkorc1L120/L120, Q120/Q120 :   5′- TCAGGGCTTTTTGACCTTGTG -3′ 
 
Les 135 paires de base du gène Vkorc1 ont été amplifiées par PRC quantitative (PCR-Q) à 
l’aide du thermocycleur MX300P (Stratagène, Massy, France).  
Pour chaque amplification, le milieu réactionnel était constitué de : 
? 5X HOT BIOAmp EvaGreen qPCR mix (Biofidal, Vaulx-en-velin, France) : 3 μl 
? ADNg: 2μl 
? Amorce sens à 0,5 pmol/μl : 1μl 
? Amorce antisens à 0,5 pmol/μl : 1μl 
? Eau mili-Q : 7μl 
Le tampon 5X hot contient les dNTPs, l’ADN polymérase HOT BIOamp, le fluorophore 
EvaGreen et le sel de magnésium MgCl2 à 12,5 mM. 
Le premier cycle a été initié par une étape de dénaturation à 95°C pendant 5 minutes suivit de 
40 cycles constitués de : 
? Dénaturation : 15 secondes à 95°C 
? Hybridation : 20 secondes à 64°C 
? Elongation : 20 secondes à 72°C 
La spécificité de l’amplification est vérifiée après 40 cycles grâce à la courbe de dissociation 
déterminée en augmentant la température de 60°C à 95°C par pas de 0,01°C.  
Le niveau de fluorescence a été enregistré à la fin de chaque étape d’hybridation. Le point 
auquel le produit de PCR est détecté pour la première fois au-dessus du seuil du bruit de fond 
correspond au cycle seuil (Ct) et a été déterminé en doublet et moyenné pour chaque 
échantillon. Les 3 génotypes possibles (homozygote non muté, hétérozygote, homozygote 
muté) ont été déterminés en fonction de la différence entre les Ct (∆Ct) des 2 mix : 
∆Ct > 2 : génotype homozygote du mix ayant le plus petit Ct. 
∆Ct < 2 : génotype hétérozygote. 
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4.5  Biochimie 
 
Le sang prélevé par ponction intracardiaque sous anesthésie gazeuse a été disposé dans des 
tubes secs et centrifugé 10 minutes à 3000 rpm. Le sérum obtenu a été congelé à -80°C 
jusqu’à utilisation. Les paramètres biochimiques ont été déterminés par des méthodes 
colorimétriques à l’aide d’un automate Konelab 20 (Thermofisher, Cergy Pontoise, France) et 
des réactifs appropriés (Termo Fisher Diagnostics, Dardilly, France).  
 
 
4.6  Temps de coagulation et activité des facteurs de 
la coagulation vitamine K dépendant 
 
Le sang prélevé par ponction intracardiaque sous anesthésie gazeuse a été disposé dans des 
tubes citratés et centrifugé 10 minutes à 3000 rpm. Le plasma obtenu a servi immédiatement 
à la détermination du temps de prothrombine et le reste a été congelé à -80°C jusqu’au dosage 
des facteurs de la coagulation vitamines K dépendants. Le temps de prothrombine a été 
déterminé à partir de 100 μl de plasma et 200 μl de thromboplastine (Neoplastin CI, INR 
Determination kit, Diagnostica Stago, Asniere, France) à l’aide du dispositif Biomerieux Option 
2 plus (Behnk Electronick, Norderstedt, Germany) en accord avec les recommandations du 
fournisseur. 
L’activité des facteurs de la coagulation vitamines K dépendants a été quantifiée par une 
méthode chromogénique à la p-nitro aniline à l’aide d’un automate Konelab 20 (Thermofisher, 
Cergy Pontoise, France) avec les réactifs Hyphen Biomed. Pour exemple, le facteur II était 
activé par incubation du plasma dans 0,25 mg/ml de venin de serpent Echis Carinatus et dans 
un tampon Tris (0,1 mM Tris HCl, pH 8,3 à 25°C plus 0,2% BSA) à 37°C pendant 10 minutes. 
L’absorbance à 405 nm a été enregistrée pendant 1 minute après l’ajout de 50 μg de substrat 
chromogénique. 
 
 
4.7 Calcium tissulaire 
 
Les tissus ont été prélevés au moment de la mise à mort des animaux, rincés à l’aide d’une 
solution de sérum physiologique et fixés dans une solution de formaldéhyde 4% pendant 24h 
minimum. L’évaluation qualitative et quantitative du calcium tissulaire a ensuite été effectuée. 
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4.7.1 Aspect quantitatif 
 
Les tissus ont été placés dans une étuve à 50°C pendant 72h minimum puis ils ont été réduits 
en poudre à l’aide d’un mortier et d’un pilon en verre. Le calcium a été extrait à partir de 10 à 
50 mg de poudre en fonction de l’organe dans 200 μl à 1 ml d’une solution d’acide formique à 
10% pendant au moins 2h. Le surnageant a été prélevé après centrifugation à 3000 rpm 
pendant 10 minutes et évaporé à 110°C. Le résidu sec a été remis en suspension dans de 
l’eau mili-Q correspondant à la moitié du volume de la quantité de surnageant prélevé. Cette 
solution a servi au dosage du calcium via l’utilisation d’un kit de dosage colorimétrique à la 
crésol-phtaléine (SigmaAldrich, l’Isle d’Abeau, Chesnes, France) en accord avec les 
recommandations du fournisseur.  
 
 
4.7.2 Aspect qualitatif 
4.7.2.1 Coupes histologiques 
 
Les tissus ont été enrobés dans des blocs de paraffine, coupés par tranche de 3,5 μm à l’aide 
d’un microtome automatique HM 355s (Thermo Fisher Scientific) et séchés pendant 2h à 37°C 
sur des lames de verre. La lame a ensuite subi plusieurs traitements successifs en fonction de 
la coloration désirée : 
Von-Kossa 
? Déparaffiner : trois rinçages de 10 minutes dans une solution OTTIX plus (Microm 
Microtech, france), 2 minutes dans une solution OTTIX Shapper (Microm Microtech, 
france) et 1 minute dans de l’éthanol 100%. 
? Réhydratation à l’eau courante de 2 fois 30 secondes. 
? Imprégnation au nitrate d’argent 5% pendant 30 minutes sous une source lumineuse 
intense. 
? Fixation dans une solution de thiosulfate de sodium 5% pendant 3 minutes. 
? Rinçage à l’eau distillée 
? Coloration à la solution de Kernechtrot (1g de rouge nucléaire solide pour 100 ml d’eau 
distillée) pendant 10 minutes. 
? Rinçage à l’eau distillée 
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? Déshydratation : un passage dans de l’éthanol 100%, 30 secondes dans la solution 
OTTIX Shapper et 3 passages de 5 minutes dans une solution OTTIX plus. 
 
 
4.7.2.2 Hémalun éosine 
 
? Déparaffiner : trois rinçages de 10 minutes dans une solution OTTIX plus, 2 minutes 
dans une solution OTTIX Shapper et 1 minute dans de l’éthanol 100%. 
? Réhydratation à l’eau courante de 2 fois 30 secondes. 
? Coloration à l’hémalun pendant 5 minutes. 
? Passage dans un bain HCL 0,1%. 
? Rinçage à l’eau 
? Passage dans l’eau lithinée (carbonate de lithium à saturation dans de l’eau distillée) 
? Rinçage à l’eau 
? Coloration à la phloxine (1g de phloxine B pour 100ml d’eau distillée) pendant 5 
minutes. 
? Rinçage à l’eau 
? Déshydratation : un passage dans de l’éthanol 100%, 30 secondes dans la solution 
Shapper et 3 passages de 5 minutes dans une solution OTTIX. 
 
Les images ont été obtenues à l’aide du microscope Olympus BX50 (Olympus, France) couplé 
à un appareil photo Coolpix 4500 (Nikon, France). Les images ont été traitées avec le logiciel 
eclipsnet version 1.20.0. 
 
 
4.7.2.3 Coloration au rouge alizarine 
 
Une fois fixées dans la solution de formaldéhyde et dégraissées les aortes ont été rincées 3 
fois dans une solution de KOH à 0,5%. La coloration a été effectuée pendant 24h dans une 
solution de KOH 0,5 % contenant 20 mg/l de rouge alizarine. Les aortes ont été rincées dans 
3 bains successifs de glycérol de plus en plus concentrés (3 volumes de KOH 0,5% pour 1 
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volume de glycérol, 1volume/1volume et 1volume/3volumes). La conservation des aortes s’est 
faite dans une solution pure de glycérol. 
 
 
4.7.2.4 μCT 
 
L’analyse par μCT a été réalisée après l’euthanasie des rats par injection létale de 
pentobarbital sous anesthésie gazeuse. Trois périodes successives d’acquisition ont été faites 
pour détecter les calcifications dans les régions spécifiques. La première région d’intérêt 
incluait les poumons, l’aorte et la crosse aortique, la seconde concernait les reins et la 
troisième les testicules. Les acquisitions ont été faites avec un champ de 80 mm de diamètre 
et 35 mm de profondeur avec une taille des pixels de 90 μm. Une segmentation manuelle a 
ensuite été réalisée autour de chaque région cible (reins, aorte, poumons, testicules). La 
densité naturelle de ces 4 régions étant différente, le bruit de fond a été adapté à chacun de 
ces tissus pour exclure le tissu non minéralisé de la quantification. Les différents niveaux de 
sensibilité pour chaque organe étaient de 50 HU pour les poumons et les reins, 25 HU pour 
l’aorte et 30 HU pour les testicules. Dans certaines régions d’intérêt, la présence d’os à 
proximité a généré quelques artéfacts. Ces artéfacts n’ont pas été pris en compte lors du calcul 
final du volume des calcifications.  
 
 
4.8  Vitamine K testiculaire et hépatique 
4.8.1 Extraction de la vitamine K tissulaire 
 
Un testicule ou un lobe de foie a été homogénéisé à l’aide d’un ultra-turrax (junke-kunkel, 
France) et 0,5 g de broyat a été pesé et supplémenté avec 12,8 ng d’étalon interne K1ox 
(absent naturellement des échantillons). Un volume de 6 ml d’une solution éthanol/eau (66%, 
33%) a été ajouté et le tout a été vortexé vigoureusement pendant 1 minute pour permettre la 
précipitation des protéines. La vitamine K a été extraite avec un volume de 4 ml de 
cyclohexane et le tout a été vortexé pendant 1 minute puis centrifugé à 3000 rpm pendant 5 
minutes. Le surnageant a été récupéré et disposé dans un nouveau tube puis une seconde 
extraction au cyclohexane a été effectuée. Le 2ème surnageant a été ajouté au premier et le 
tout a été évaporé à 40°C sous un flux d’air. L’extrait sec a été repris avec 500 μl de méthanol 
et disposé dans des vials opaques en attendant le dosage de la vitamine K par HPLC-fluo. 
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4.8.2 Dosage de la vitamine K tissulaire 
 
Le système HPLC était constitué d’une pompe PU-2089 (Jasco, france), d’un auto-injecteur 
AS-2051 (Jasco, france), d’un détecteur fluorescent FP-2020 (Jasco, france) réglé sur une 
longueur d’onde d’excitation de 240 nm et d’émission de 430 nm. L’ensemble était piloté par 
le module LC-Net II / ADC (Jasco, france). La séparation de l’échantillon était assurée par une 
colonne de silice C18 LiChrospher® 100 RP-18 Endcapped (4,6 mm, 25 mm ,5 μm). Une post-
colonne (2,1 mm, 50 mm) remplie de poudre de zinc de particules inférieures à 150 μm était 
disposée entre la colonne et le détecteur. Cette post-colonne assure la réduction de la vitamine 
K pour permettre sa détection par fluorescence. 
Les phases mobiles A [méthanol (97%), eau (2%), acide acétique (1%), acétate de zinc (1,1g/l] 
et B [méthanol 50%, dichlorométhane 49%, acide acétique 1%, acétate de zinc 1,1g/l] ont été 
utilisées avec un débit de 1 ml/min d’après le gradient suivant : 
 
 
 
Dans ces conditions HPLC la MK4ox (ménaquinone 4 époxyde), la MK4, la K1ox 
(phyloquinone époxyde) et la K1 sont éluées à 11,78 min, 17,48 min, 21,94 min et 29,88 min 
respectivement. Aucun four à colonne n’a été utilisé et des variations de température au sein 
de la pièce d’analyses ont pu légèrement influer sur le temps de rétention des composés. 
 
 
4.9 Ostéocalcine 
 
Le dosage plasmatique de l’ucOC a été réalisé à partir du kit MK146 « Rat Glu-osteocalcin 
High Sensitive EIA » (TAKARA). Ce kit repose sur une technique Elisa en sandwich. La plaque 
est précotée avec un anticorps monoclonal de capture reconnaissant la région C-terminale de 
l’ostéocalcine de rat. L’anticorps de détection est spécifique des résidus Glu en position 21 et 
24 de l’OC de rat et il comporte une activité peroxydase. L’ajout du substrat 3 3' 5 5'-
tetramethylbenzidine en agissant avec la peroxydase permet la quantification de l’ucOC en 
enregistrant l’absorbance à 450 nm à l’aide du lecteur de plaque synergy H1 (BioTeck). 
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5 OBJECTIF 1 : CARACTERISATION DE LA 
LIGNEE C139. 
 
5.1 Objectif :  
 
Pour pouvoir travailler sur les animaux sauvages porteurs de la mutation Vkorc1C139/C139 la 
première étape a été de les faire se reproduire sur plusieurs générations avec une souche 
standard de rats de laboratoire tout en gardant le gène d’intérêt dans la descendance. Cela a 
permis d’obtenir la lignée C139 sur un fond génétique connu et contrôlé de type Sprague-
dawley. On parle alors d’introgression. Cette étape d’introgression était avancée jusqu’à la 
7ème génération avant le début de cette thèse et été poursuivi jusqu’à la 10eme génération. 
Avant de procéder aux premières expérimentations sur la carence il a fallu s’assurer que la 
mutation à l’état homozygote et hétérozygote n’entrainait pas d’altération de la reproduction, 
de la croissance, des paramètres biochimiques, de calcifications vasculaires, de troubles de 
la coagulation ou encore d’apparition de signes cliniques en condition normale d’hébergement 
et avec une alimentation standard.  
 
 
5.2 Méthodes : 
 
Après avoir obtenu la génération F10 de la lignée C139, 11 couples de mâles et femelles YY, 
YC et CC ont été mis en reproduction à l’âge de 8-10 semaines. La fonction reproductrice de 
ces couples a été évaluée en observant le temps séparant la présentation du mâle à la femelle 
et la mise bas, ainsi que le nombre de petits à la naissance.  
La répartition des différents génotypes et des sexes a également été évaluée au cours des 
différents cycles de reproduction entre individus hétérozygotes qui ont eu lieu pendant la 
période de janvier 2015 à janvier 2017.  
Pour évaluer les aspects autres que ceux liés à la reproduction, 18 rats mâles de chaque 
génotype (YY, YC, CC) issus de reproductions YC* YC ont été utilisés. Après leur sevrage à 
4 semaines, les animaux ont été alimentés avec le régime A04 avec ménadione pendant 5 
mois. Le poids de chaque individu a été relevé toutes les 4 semaines durant cette période. À 
l’âge de 6 mois, 9 mâles de chaque génotype ont été mis à mort et l’aspect morphologique, 
les paramètres biochimiques, le taux de prothrombine, la concentration en vitamine K 
testiculaire, et le calcium au niveau de l’aorte ont été quantifiés. Les animaux restants (9 rats 
par génotype) ont continué à recevoir le même régime pendant encore 6 mois. Le poids des 
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animaux a été suivi pendant cette période et après la mise à mort des animaux le calcium 
tissulaire a été évalué à la fois d’un point de vue qualitatif et quantitatif. 
 
 
5.3 Résumé des principaux résultats : 
 
Les 3 génotypes YY, YC et CC de la lignée C139 présentent une reproduction, une croissance, 
une morphologie, et des paramètres biochimiques plasmatiques similaires. Seule la 
concentration en vitamines K (MK4 et MK4ox) testiculaire est plus importante pour les individus 
YY que pour les individus CC. Les individus YC semblent disposer d’une concentration 
intermédiaire en vitamines K avec les 2 autres génotypes bien que cette observation ne soit 
pas statistiquement significative. Le statut basal en vitamine K plus faible pour les rats CC 
semble tout de même répondre à leurs besoins physiologiques puisqu’aucune calcification ni 
augmentation du calcium tissulaire n’est observé. De même la coagulation appréciée au 
travers du temps de quick et de l’activité du facteur II est comparable à celle retrouvée dans 
les 2 autres génotypes.  
 
 
5.4 Résultats détaillés : 
5.4.1 Fonction reproductrice  
 
La reproduction entre des individus mâles et femelles hétérozygotes a engendré 292 
naissances dont 54,1% de mâles et 45.9% de femelles. Comme attendu dans une répartition 
de type mendélienne, environ 50 % des individus sont de type hétérozygotes YC et 25 % sont 
de type homozygote YY et CC (tableau 7). La reproduction à l’état hétérozygote ne privilégie 
pas un génotype ou un sexe particulier et ne s’accompagne pas de mortalité fœtale. 
 
Tableau 7 : Répartition des 3 différents génotypes et du sexe après croisements de rats 
YC*YC. Résultats exprimés en pourcentages et valeurs absolues pour 292 rats. Tes chi-2 
 
 
 
 
Le temps entre la présentation du mâle à la femelle et la mise bas n’est pas différent en 
fonction du génotype du couple reproducteur. Elle est de 24,7 25,5 et 24,5 jours pour les 
couples YY, YC et CC respectivement (figure 21 gauche). La taille moyenne des portées à la 
 YY YC CC 
158 ♂ (±54,1%) 31 (20%) 78 (49%) 49 (31%) 
134 ♀ (±45.9%) 30 (22%) 71 (53%) 33 (25%) 
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naissance est de 11,9 13,1 et 12,6 petits et aucune différence n’est là aussi observée (figure 
21 droite). 
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Figure 21 : Temps entre la présentation du mâle à la femelle et la mise bas (gauche) et taille 
des portées à la naissance (droite). Résultats en fonction du croisement entre les 3 différents 
génotypes. n=11 par groupe. 
 
Ces résultats semblent indiquer l’absence d’effet de la mutation aussi bien à l’état hétérozygote 
qu’homozygote sur les paramètres de reproduction et de la répartition des génotypes à la 
naissance. Dans une étude de 2011 Jacob et al montrent une altération de la fonction 
reproductrice chez des rat CC par rapport aux rats YY avec 20% de naissance en plus chez 
les couples de rats non mutés (Jacob et al., 2012). Chez le mâle aucune modification du poids 
des testicules, de l’épididyme et de la mobilité des spermatozoïdes n’était retrouvée. Aucune 
donnée n’explique la différence observée chez le mâle. Cette baisse de fonction reproductrice 
serait due aux femelles, mais aucune explication n’est avancée. Dans cette étude les rats CC 
et YY ont été introgréssés sur seulement sur 2 générations avec des rats SD. Les rats obtenus 
pour la réalisation de l’étude restent relativement proche du génotype sauvage (25% de 
génome sauvage) comparativement aux rats utilisés dans ce travail de thèse qui ont été 
introgréssés sur 10 générations (0,1% de génome sauvage). Les rats SD sont une lignée 
consanguine avec une très bonne capacité de reproduction. Cette différence d’introgression 
pourrait expliquer les différences observées entre ces 2 études. 
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5.4.2 Croissance et données morphologiques 
 
Après avoir été nourri pendant 5 mois avec un régime standard A04 avec ménadione aucune 
différence n’est observée d’un point de vu morphologique en fonction des 3 génotypes (tableau 
8). Le poids, la taille de la queue, la taille du corps et l’indice de masse corporel (IMC) ne 
montrent aucune différence. 
 
Tableau 8 : données morphologiques de rats mâles YY, YC et CC sous régime SAFE A04 
pendant 6 mois. n = 11 par groupe. Valeurs exprimées en moyenne +ET. 
 YY YC CC 
Poids (g) 465 (±53,4) 481 (±61,1) 462 (±53,9) 
Taille corps (cm) 26,7 (±0,707) 26,4 (±0,768) 26,4 (±0,741) 
Taille queue (cm) 21,0 (±0,775) 20,9 (±1,17) 20,6 (±1,07) 
IMC (g/cm2) 0,653 (±0,0619) 0,686 (±0,0628) 0,662 (±0,0580) 
 
L’analyse de la courbe de poids sur 1 an ne permet pas là encore de mettre en évidence une 
différence entre les génotypes et cela quel que soit le stade de développement des animaux 
(figure 22). Un animal a été retrouvé mort au cours du 8ème mois dans le groupe YC, mais la 
nécropsie réalisée a montré que la cause de cette mort n’était pas associée à un syndrome 
hémorragique. L’IMC compris entre 0,653 et 0,662 se situe dans la fourchette haute sans pour 
autant correspondre à un niveau d’obésité (Novelli et al., 2007). Ces données montrent que la 
mutation ne semble pas altérer la croissance normale des individus et que les conditions 
d’hébergement et le régime nutritionnel standard administré correspondent aux besoins 
nécessaires à la croissance des individus.  
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Figure 22 : Courbe de poids chez les rats mâles en fonction des 3 génotypes de Vkorc1 (YY, 
YC, CC) sous régime standard avec ménadione pendant 12 mois. n=18 de 0 à 6 mois et n=9 
de 6 à 12 mois (n=17 pour le groupe YC de 9 à 12 mois pour cause de mortalité avec 
absence d’hémorragie. 
 
 
5.4.3 Vitamine K tissulaire 
 
Les rats CC présentent une concentration en MK4 testiculaire diminuée de 34% par rapport 
aux rats YY. Une tendance à la diminution de 11% est également observée pour le groupe YC 
(figure 23A). La même observation est faite pour la MK4ox avec une diminution de 50% pour 
le groupe YY et une tendance à la diminution de 22% pour le groupe YC (figure 23B). 
Ces résultats se traduisent par un ratio MK4/MK4ox 30% plus important pour le groupe CC et 
15% plus importante (non significatif) pour le groupe YC comparativement au groupe YY.  
 
 
Figure 23 : MK4 (à gauche) et MK4ox (à droite) testiculaire à l’âge de 6 mois exprimée en % 
du groupe YY. n = 6 par groupe. * P < 0,05 avec le groupe YY. 
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Un recyclage moins efficace de de vitamine K dû à la mutation Vkorc1139C/139C a déjà été 
observé à la fois in vivo et in vitro. Ce recyclage incomplet est associé à la production d’un 
métabolite inactif, la 3-hydroxy-vitamine K. Dans les populations de rats sauvages traités aux 
AVK le génotype hétérozygote muté YC est associé à un phénotype de résistance 
intermédiaire comparativement aux rats homozygotes mutés CC de phénotype résistant et 
homozygotes non mutés YY de phénotype sensibles. Le gène Vkorc1 est un gène codominant 
et ce trait semble être confirmé en ce qui concerne le recyclage de la vitamine K. Le génotype 
YC montre là aussi un phénotype de recyclage de la vitamine K intermédiaire comparativement 
aux génotypes YY et CC.  
La PK qui est présente en quantité limitée dans l’alimentation (estimation à moins de 20 μg/kg) 
n’est pas retrouvée dans les testicules. Contrairement à la MK4 qui peut être synthétisée par 
prénylation de la MD sous l’action de l’enzyme UBIAD1, la PK ne peut pas être synthétisée de 
novo. Son absence dans l’alimentation se traduit par une absence au niveau tissulaire. La 
présence de MK4 en concentration importante dans les testiculaires alors qu’elle est absente 
elle aussi de l’alimentation est due à la synthèse de novo par UBIAD1 en présence de MD. 
Ces résultats montrent clairement que la présence de la mutation Y139C abaisse le stock 
tissulaire de MK4.  
 
5.4.4 Coagulation 
 
La diminution de la teneur tissulaire basal en MK4 chez les rats YC et CC ne s’accompagne 
d’aucune altération de la coagulation. Le taux de prothrombine n’est pas diminué avec une 
activité de 100% 96,5% et 93,9% chez les rats YY, YC et CC respectivement. Cela se traduit 
par un temps quick normal de 14,2 (YY), 15,1 (YC) et 14,5 (CC) secondes. Les plus faibles 
stocks tissulaires en vitamine K chez les rats mutés restent cependant suffisantes pour couvrir 
les besoins en vitamine K et prévenir l’état de carence associant des syndromes 
hémorragiques. 
 
5.4.5 Paramètres biochimiques plasmatiques 
 
L’analyse plasmatique montre une glycémie est augmentée de 38,4% (YC) et de 47,0% (CC) 
comparativement au rats non mutés YY. La glycémie évolue très rapidement en cas de stress 
sous l’action de l’adrénaline. Le jour de prélèvement des organes, les rats ont été mis à mort 
séquentiellement par groupe de 3 en commençant par le génotype YY et en finissant par le 
génotype CC systématiquement. Un temps d’attente court de l’ordre de 5 minutes séparait 
l’anesthésie entre 2 génotypes. Ce temps court a pu être suffisant pour générer un stress 
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visible au niveau de la glycémie sans que le génotype ne soit la réelle cause de cette 
augmentation. Les fructosamines est un témoin de la glycémie moyenne sur plusieures 
semaines. Des échantillons de plasma sont encore à disposition et le dosage de ces 
fructosamines permettra peut-être de confirmer l’hypothèse du l’hyperglicémie due au stress 
ou au contraire de montrer réel impact de la mutation sur ce paramètre. 
Les protéines totales sont également significativement diminuées pour le groupe CC 
comparativement aux groupes YY et YC. 
Aucune modification des paramètres phosphocalciques (Ca et P), de l’inflammation (CRP), 
d’altération de la fonction rénale (Créatinine) ou hépatique (Pal/ALAT) n’ont été observés en 
fonction du génotype (tableau 9).  
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Tableau 9 : données plasmatiques de marqueur de l’équilibre ostéocalcique (Calcémie et 
phosphatémie), de la fonction rénale (créatinine), de l’inflammation (CRP), de la fonction 
hépatique (PAL/ALAT) et de la coagulation (temps de quick et prothrombine) chez des rats 
mâles YY, YC, CC âgés de 12 mois sous régime standard SAFE A04. # p<0,05 avec CC, * 
p<0,01 avec YY, * p<0,001 avec YY. 
 YY YC CC 
Calcémie (mmo/l) 2.81 (±0.186) 2.79 (±0.131) 2.73 (±0.092) 
Phosphatémie (mmol/l) 1.90 (±0.199) 1.81 (±0.154) 1.68 (±0.212) 
Créatinine (μmol/l) 24.7 (±8.69) 29.1 (±8.13) 27.0 (±7.11) 
CRP (mg/l) 49.6 (±4.66) 53.6 (±4.07) 54.7 (±7.21) 
PAL (UI/I) 291 (±150) 260 (±75.4) 251 (±109) 
ALAT (UI/I) 86.2 (±13.8) 84.2 (±11.9) 73.0 (±10.4) 
Glycémie (mmol/l) 9.39 (±1.21) 13.0 (±1.85) ** 13.8 (±1.38) *** 
Urémie (mmol/l) 6.09 (±0.491) 6.34 (±0.887) 6.48 (±0.931) 
Protéines totales (g/l) 70.4 (±3.43) 67.6 (±2.51) # 63.3 (±1.94) ** 
Albumine (g/l) 32.2 (±2.95) 31.9 (±1.17) 30.9 (±2.15) 
Globuline (g/l) 39.4 (±3.95) 37.9 (±7.52) 35.7 (±10.1) 
Rapport A/G 0.824 (±0.110) 0.863 (±0.125) 0.906 (±0.178) 
Temps de quick (s) 14,2 (±2,6) 15,1 (±1,8) 14,5 (±2,1) 
Prothrombine (%) 100 (±8.64) 96.5 (±12.5) 93.9 (±6.99) 
 
 
5.4.6 Calcium tissulaire 
 
Aucune augmentation du calcium dans l’aorte n’est observée à l’âge de 6 mois quel que soit 
le génotype et cette même constatation est faite à l’âge d’un an au niveau de l’aorte et des 
autres différents organes (tableau 10). Les colorations de von-kossa dans les différents 
organes viennent confirmer l’absence de calcification dans les 3 génotypes. 
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Tableau 10 : Calcium tissulaire en μg/g à l’âge de 6 mois et de 12 mois avec un régime 
standard SAFE A04. Résultats en fonction des 3 génotypes YY YC et CC. n = 9 par groupe. 
Tissus Ages (mois) YY YC CC 
Aorte 6 357 (±66,5) 338 (±100) 401 (±157) 
Aorte 12 429 (±111) 478 (±130) 478 (±205) 
Foie 12 244 (±31,7) 231 (±36,0) 218 (±46,4) 
Reins 12 786 (±228) 788 (±195) 857 (±267) 
Cœur 12 331 (±42,8) 325 (±30,1) 308 (±31,4) 
Poumons 12 786 (±228) 788 (±195) 857 (±267) 
Testicules 12 341 (±66,8) 352 (±52,5) 343 (±38,1) 
 
L’ensemble de ces résultats permet de montrer qu’en condition normale d’hébergement et 
sous un régime standard les rats homozygotes CC et hétérozygotes YC se développent de 
manière similaire au rats YY malgré un statut basal en vitamine K diminué. Cette plus faible 
teneur en vitamine K n’étant ni associé à des troubles de la coagulation ni à des altérations de 
l’équilibre phosphocalcique, il semble que les besoins en vitamine K soient complètement 
assurés par ce régime.  
 
 
5.5 Conclusion  
 
Cet objectif a permis de montrer que les paramètres relatifs à l’équilibre phospho-calciques, à 
la reproduction et à la croissance des rats mutés CC de la lignée C139 (issue de l’introgression 
sur 10 générations de rats VKORC1Y139/C139 * Sprague-Dawley) sont comparable aux rats non 
mutés YY. La mutation du gène VKORC1 responsable de la résistance chez ces rats à l’état 
naturel n’entraine donc pas de modifications lorsque ces animaux sont élevés en condition 
normale d’hébergement avec une alimentation standard. Seule la teneur basale en vitamine 
K est légèrement diminuée, mais elle n’est pas accompagnée d’autres observations. Les 
mâles sont plus susceptibles que les femelles à la carence en vitamine K et aux traitements 
aux AVK. À la vue de ces éléments, les besoins en vitamine K devraient également être 
assurés chez la femelle CC bien que cet aspect n’ait pas été évalué.  
La lignée C139 a été caractérisée et les 3 génotypes issus de cette lignée peuvent être utilisés 
pour étudier l’impact d’une carence en vitamine K pour la suite du projet. 
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6 OBJECTIF 2 : EVALUATION DU MODELE 
DE SUBCARENCE EN VITAMINE K DE LA 
LIGNEE C139 
 
6.1 Objectifs 
 
Ce deuxième objectif était l’élément central de ce travail de thèse puisqu’il s’agissait d’évaluer 
l’impact d’une subcarence en vitamine K de plusieurs semaines chez le rats CC sur le 
développement de calcifications vasculaires. L’apparition de ces calcifications a été 
caractérisée dans différents tissus, en fonction du génotype, du sexe, et du temps de carence. 
L’ensemble des résultats observés dans ce 2ème objectif ont permis d’établir les bases d’un 
nouveau modèle d’étude des calcifications vasculaires chez le rat. 
 
 
6.2 Méthodes 
 
Des rats mâles et femelles CC et YY âgés de 5 semaines ont été nourris soit avec le régime 
standard A04 avec ménadione soit avec le régime A04 sans ménadione pendant plusieurs 
semaines. Après cette période de régime les différents organes (foie, rein, cœur, poumons, 
testicules, aorte) ont été prélevés et les calcifications ont été évaluées d’un point de vue 
quantitatif et qualitatif. Parallèlement à la caractérisation de ces calcifications, la coagulation, 
l’expression de différents transcrits impliqués dans le cycle de la vitamine K ainsi que la teneur 
en vitamine K testiculaire ont également été explorées.  
 
 
6.3 Résultats résumés 
 
Les différentes études menées dans cet objectif ont permis de montrer que seules les rats CC 
exposés au régime sans ménadione pendant plusieurs semaines présentaient des 
calcifications vasculaires. Ces calcifications sont beaucoup plus importantes chez le mâle que 
chez la femelle. Ces calcifications sont localisées au niveau du tissu vasculaire des différents 
organes. Les testicules est l’organe qui calcifie le plus avec l’apparition de calcifications 
importantes dans les artères testiculaires visibles par coloration de von-kossa et en μCT. Le 
foie qui présente une élévation significative de la concentration en calcium ne présente 
cependant pas de calcifications observables. Ces calcifications augmentent avec la durée du 
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temps de régime et s’accompagnent d’une forte diminution tissulaire en vitamine K (<1% de 
l’état basal). 
La concentration en ucMGP est augmenté dans les tissus des animaux calcifiés et la cMGP 
est diminuée. Ces résultats semblent indiquer que les calcifications sont provoquées par une 
incapacité de la MGP à jouer son rôle naturel d’inhibiteur des calcifications vasculaires.  
Les rats mâles CC sans ménadione présentent une diminution de leur activité en facteur II qui 
peut s’accompagner d’une légère augmentation du temps de quick. Cette diminution ne 
s’accompagne d’aucun signe clinique bien que quelques cas de mortalités dus à des accidents 
hémorragiques sont relevés au cours de la carence. Ces accidents restent cependant assez 
rares.  
 
Les principaux résultats de cette partie ont fait l’objet d’un article soumis dans le journal 
« Scientific Report » sous le titre « Missense mutation of VKORC1 leads to medial arterial 
calcification VKORC1-C139 mutant rat as a model for medial arterial calcification ». Cet article 
est présenté dans la section suivante.  
Les autres résultats qui n’ont pas pu être inclus dans l’article sont détaillés dans la partie 
« autres résultats ». 
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6.4 Autres résultats 
6.4.1 Vitamine K tissulaire 
 
Le testicule étant l’organe présentant les calcifications les plus importantes, il a servi comme 
organe de prédilection pour suivre l’évolution de la vitamine K tissulaire au cours du temps. 
Après 3 semaines (S3) et 12 semaines (S12) de régime sans ménadione chez les rats CC la 
concentration en MK4 est très fortement diminuée comparativement à leur état basal avant la 
mise en carence (S0) (figure 24). Elle ne représente plus que 4,77 % de l’état basal à S3 et 
est inférieur à 2% à S12. Des résultats préliminaires non présentés dans ce manuscrit avaient 
également montrés une diminution de la MK4 testiculaire chez les rats YY après 12 semaines 
de carence. Cette diminution restait cependant moins importante que chez les individus CC. 
Ces résultats montrent bien l’efficacité du régime carencé à diminuer les stocks en MK4 
tissulaire.  
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Figure 24 : Quantité de MK4 dans les testicules des rats homozygotes C139 à l’état basal 
(S0) et après 3 (S3) et 12 (S12) semaines de régime avec ou sans ménadione. Données 
exprimées en moyenne ±SD du groupe YY S0. n = 6 à 15 par groupe. **** p < 0,0001 avec 
S0. 
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6.4.2 Expression de différents transcrits 
 
Après 12 semaines de régime sans ménadione chez les rats CC aucune modification du taux 
d’expressions des différents transcrits impliqués dans le cycle de la vitamine K (VKORC1, 
VKORC1L1, GGCX), des PVKD (MGP et GAS6) et dans le métabolisme de la vitamine K 
(UBIAD1) n’est observé dans le foie (figure 25A) et les testicules (figure 25B) comparativement 
au groupe avec ménadione. Seule VKORC1 est significativement sous exprimée d’un facteur 
2,44 dans le foie des rats sans ménadione. Cette sous expression reste cependant faible.  
 
 
 
 
Figure 25 : Expression de différents ARNm dans le foie (A) et dans les testicules (B) de rats 
mâles homozygote C139 sous régime avec K3 (vert) et sans K3 (rouge) après 12 semaines. 
Données exprimées en moyenne ± E.T. * p<0.005. n=6 par groupe. 
Un faible échantillonnage (n = 6), une forte variation inter-individus et une variation faible du 
taux d’expression peut expliquer cette absence de différence. De même une variation du 
nombre de transcrits n’est pas obligatoirement lié à une modification de l’expression des 
protéines associées  et vis-versa. Ici le dosage de ces différentes protéines par western-blot 
n’a pas pu être réalisé. Il est donc difficile de trancher sur la seule base de ces résultats et des 
analyses complémentaires sont nécessaires pour mieux comprendre l’évolution de ces 
différents paramètres au cours d’une carence en vitamine K.  
 
6.4.3 Calcifications : effet sexe et temps de régime 
 
Comme présenté dans l’objectif N°1, la mise en régime standard ne permet pas de voir 
apparaitre d’augmentation du calcium testiculaire après 4, 8 et 12 semaines chez les rats CC 
(figure 26). Après 4 semaines de régime sans ménadione, aucune augmentation du calcium 
testiculaire n’est observée (figure 26). Après 8 semaines une augmentation assez hétérogène, 
mais significative du calcium testiculaire est observée. Des individus sont fortement 
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augmentés avec 1,14 mg de calcium par gramme de tissus et d’autres semblables aux 
animaux non carencés avec 3,48 mg/g. Ces résultats montrent une certaine latence entre la 
mise en carence et l’apparition des calcifications et suggèrent qu’il faille un épuisement 
tissulaire en vitamine K avant de voir l’apparition de ces calcifications. Les organes pourraient 
disposer d’une réserve en vitamine K mobilisable. Après 12 semaines de subcarence, 
concentration en calcium testiculaire est encore augmentée indiquant un effet du temps de 
régime sur le développement de ces calcifications (figure 26).  
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Figure 26 : Calcium testiculaire chez des rats homozygotes C139 soumis à un régime 
standard A04 avec ménadione (vert) et sans ménadione (rouge) pendant 4, 8 et 12 
semaines. * p<0,05 avec le groupe avec ménadione à 4 semaines. N = 4 à 13 par groupe. 
 
Le suivit en μCT des calcifications testiculaires chez 3 rats CC subcarencés en vitamine K 
confirment les observations précédentes. Aucune calcification n’est observée jusqu’à 32 jours 
de régime subcarencé puis les calcifications apparaissent à 49 jours avec un volume 1,72 
(±1,49) mm3 (figure 27). Les calcifications augmentent ensuite de manières importantes en 
fonction du temps avec un volume de 5,57 (±2,24), 12,3 (±8,60) et 53,0 (±6,90) mm3 après 60, 
90 et 150 jours respectivement (figure 27). 
121 
 
V o lu m e d e s c a lc if ic a tio n s te s t ic u la ire s
T e m p s d e ré g im e (jo u rs )
v
o
lu
m
e
(m
m
3
)
1 7 3 2 4 9 6 0 9 0 1 5 0
0
2 0
4 0
6 0
8 0
 
Figure 27 : Volume des calcifications testiculaires en mm3 chez des rats homozygotes C139 
soumis à un régime A04 sans ménadione pendant 17, 32, 49, 60, 90 et 150 jours. N = 3 par 
groupe. 
 
Les femelles sont moins sensibles que les mâles au traitement aux raticides et à la carence 
en vitamine K. Afin d’évaluer l’apparition de calcifications chez les femelles CC, 8 d’entre elles 
ont été soumises au même régime sans ménadione que les mâles pendant 12 semaines.  
Dans les reins (figure 28A) comme dans l’aorte (figure 28B) une tendance à l’augmentation du 
calcium est observée chez les femelles sans MD vs avec MD. On note également que 
l’augmentation du calcium dans l’aorte est plus importante chez les mâles que chez les 
femelles. 
 
 
Figure 28 : Calcium en mg/g dans les reins (A) et l’aorte (B) chez des rats mâles et femelles 
CC soumis à un régime avec (vert) ou sans (rouge) ménadione. N = 4 à 9 par groupe. ** 
p<0,05 avec mâles CC, ***p<0,01 avec mâles CC. 
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L’augmentation du calcium aortique se traduit par l’apparition de calcifications visibles en 
colorations au rouge alizarine chez les rats mâles (figure 29B et 29C) et de manière moins 
importante chez les femelles (figure 29E). Ces calcifications semblent plus localisées au 
niveau des ramifications de l’aorte qu’au niveau du tronc principal. 
 
 
Figure 29 : Coloration au rouge alizarine d’aortes de rats mâles (A, B, C) et femelles (D, E) 
homozygotes C139 sous régime avec (A, D) ou sans (B, C,E) vitamine K3 pendant 12 
semaines. 
 
 
6.5 Conclusion : 
 
Cet objectif a permis de montrer que des rats mâles CC nourris avec un régime standard sans 
ménadione sont les plus sensibles à l’apparition des calcifications vasculaires. Ces 
calcifications touchent la média artérielle et commencent à se développer après 8 semaines 
de subcarence en vitamine K pour augmenter en fonction de la durée du régime. 
Ces calcifications médiales sont semblables aux calcifications retrouvées dans l’insuffisance 
rénale chronique, le diabète ou au cours du vieillissement chez l’Homme. Les rats mâles CC 
pourraient servir de modèle d’étude de ces calcifications vasculaires et plus généralement de 
modèle de subcarence en vitamine K.  
Ce deuxième objectif a permis de valider le modèle de calcifications, mais d’autres études sont 
à prévoir pour permettre une meilleure compréhension des mécanismes de régulation mis en 
jeu lors de la subcarence en vitamine K. Cette meilleure compréhension permettra également 
d’optimiser le modèle de calcification présenté. Cette optimisation passe par la comparaison 
entre elles des différentes lignées de rats mutés pour le gène VKORC1 et aussi la 
compréhension des modifications à très court terme à la suite d’une mise subcarence en 
vitamine K chez ces rats. C’est le troisième objectif de ce travail de thèse. 
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7 OBJECTIF 3 : COMPARAISON DU 
BESOIN EN VITAMINE K DANS 
DIFFERENTES LIGNEES 
 
7.1 Objectif  
 
Les 2 premiers objectifs ont permis de caractériser la lignée C139 et de valider un modèle de 
subcarence en vitamine K chez le rat mâle CC. L’unité USC1233 dispose également de 2 
autres lignées (F139 et Q120) introgréssées sur le même principe que la lignée C139. Les 
individus homozygotes mutés de ces lignées (FF et QQ) sont déjà reconnus pour leur 
résistance aux AVK et pour un avoir recyclage moins efficace de la vitamine K. Les rats mâles 
homozygotes mutés de ces lignées pourraient également servir de modèle d’étude de 
subcarence en vitamine K et de calcifications vasculaires.  
L’objectif était ici d’évaluer dans ces 2 nouvelles lignées la réponse à la subcarence en 
vitamine K. Cette évaluation s’est faite sur le court terme en observant l’évolution des différents 
marqueurs de la carence représentés par le facteur II, le temps de Quick, la vitamine K 
tissulaire et l’ostéocalcine. La testostérone plasmatique qui semble être impacté par la carence 
en vitamine K chez le rat a également été évaluée. 
 
 
7.2 Méthodes 
 
Pour cette étude des rats mâles et femelles homozygotes CC mâles homozygotes SD, FF et 
QQ ont été utilisés. Les animaux ont été hébergés par 4 dans des cages de type T4. Le régime 
standard naturel A04 avec ménadione a été remplacé par le régime standard synthétique 
AIN93M (ref SAFE : U8978 v69) 7 jours avant le début de l’expérimentation. Au premier jour 
de l’expérimentation (J0) les rats ont tous reçu un régime synthétique AIN93M sans ménadione 
très pauvre en vitamine K (ref SAFE : U8978 v68). L’accès à l’eau courante et à la nourriture 
était ad libitum et les cages comprenaient un enrichissement simple (1 tube de PVC) avec un 
cycle jour/nuit 12/12 (jour de 8h à 20h). La température d’hébergement était de 22±2 °C. Dans 
la mesure où la mise en place d’un régime sans vitamine K peut empêcher la synthèse totale 
des facteurs de la coagulation, les animaux aurainent pu montrer des signes d’hémorragies 
internes et ou externes, des difficultés respiratoires et/ou une prostration marquée. Si un de 
ces 3 points limites était retrouvé en cours de l’expérimentation, l’animal était euthanasié.  
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Aux échéances déterminées, du sang a été prélevé sous anesthésie gazeuse par ponction 
intracardiaque. Après la mise à mort des animaux le foie et les testicules ont été prélevés 
stockés à -20°C jusqu’à analyse. 
 
 
7.3 Résultats résumés  
 
La mutation du gène Vkorc1 à l’état homozygote (FF, CC, QQ) chez le rat entraine un statut 
basal en MK4 plus faible que chez les rats non mutés (SD) dans les testicules. Ces rats mutés 
présentent également une diminution plus importante de la MK4 testiculaire à la suite d’une 
subcarence en vitamine K.  
La subcarence engendre une diminution du facteur II pour les rats mâles CC et QQ mais pas 
pour les rats SD et FF. Chez le rats QQ cette diminution est importante avec une diminution 
de 75% après 8 jours de subcarence. Cela se traduit par une augmentation du temps de Quick 
pour certains animaux de ce groupe.  
Dans la lignée C139 la subcarence engendre moins d’effet sur les facteurs de la coagulation 
de la femelle que chez le mâle.  
L’état basal en ostéocalcine plasmatique non-gamma-carboxylé est plus importante chez les 
rats CC que chez les rats YY et après 12 jours de carence seule les rats CC présentent une 
augmentation significative de cet ucOC. 
La carence ne permet pas d’observer d’effet sur la testostérone plasmatique des rats mâles 
quelque soit le génotype. 
 
 
7.4 Résultats détaillés  
7.4.1 Expérimentation numéro 1 
7.4.1.1 Coagulation 
 
La mise en subcarence engendre une diminution des facteurs de la coagulation II, IX et X chez 
les rats mâles CC et une tendance chez les femelles CC (figue 30). La réponse à cette 
subcarence reste cependant assez hétérogène entre les individus d’un même groupe et peut 
se traduire par une augmentation significative du temps de quick pour certains d’entre eux. 
Cette hétérogénéité montre que les besoins en vitamine K ne sont pas couverts chez tous les 
individus pour le maintien d’une coagulation optimale et montre une régulation très fine des 
besoins en vitamine K. Comme observé dans l’objectif N°2 les rats non mutés YY ne sont pas 
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affectés quel que soit leur sexe. Le facteur IX des rats mâles YY est augmenté pour certains 
individus.  
 
 
 
Figure 30 : Evolution des facteurs de la coagulation X, II et IX chez les mâles et les femelles 
YY et CC sous régime synthétique sans ménadione. 
 
 
7.4.1.2 Vitamine K tissulaire 
 
Pour mettre en relation la décroissance en facteur de la coagulation avec la décroissance en 
vitamine K tissulaire, la MK4 a été dosée dans les testicules des rats YY et CC (figure 31). 
Contrairement aux facteurs de la coagulation la carence en vitamine K engendre une 
diminution rapide de la MK4 testiculaire dans les 2 génotypes. Cette diminution est plus 
importante et plus rapide avec -50% en 4 à 6 jours, chez les rats CC contre -50% en 10 à 12 
jours chez les rats YY. Le statut basal en vitamine K est également plus élevé à J0 pour les 
mâles YY. La carence a été maintenue pendant 16 jours. À cette échéance la concentration 
en MK4 n’est plus que de 6,73% de l’état basal chez les rats CC contre 42.26% pour les rats 
YY. 
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Figure 31 : MK4 testiculaires chez les rats YY (noir) et CC (bleu) sous régime synthétique 
sans ménadione pendant 16 jours. Valeurs exprimées en % du groupe YY J0. n=5 à 9 par 
groupe. 
 
7.4.2 Expérimentation numéro 2 
7.4.2.1 Vitamine K tissulaire 
 
Afin de comparer la réponse à la subcarence des différentes lignées, une expérimentation 
semblable à la précédente a été réalisée sur les différents génotypes CC, FF, QQ et SD. 
Les rats SD (disposant du génotype non muté YY) ont un statut en vitamine K testiculaire basal 
plus élevé que les 3 autres génotypes mutés (CC, FF, QQ) (figure 32). En plus d’un statut 
basal plus important, la carence entraine une diminution en MK4 plus faible comparé aux 
autres génotypes. Les rats FF présentent un statut basal en MK4 plus faible que les 3 autres 
génotypes (YY, CC, QQ).  
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Figure 32 : MK4 testiculaire exprimé en % du groupe J0 SD chez des rats Sprague-dawley 
(noir), F139 (vert), C139 (bleu), Hamphsire (orange) sous régime synthétique sans 
ménadione pendant 12 jours. * P<0,05. n=4 à 6 par groupe. 
 
 
7.4.2.2 Coagulation 
 
Aucune différence d’activité du facteur II n’est observée à J0 entre les différents génotypes 
(figure 33). La carence n’a pas impacté la coagulation des rats SD et FF. Chez les rats QQ 
une diminution significative du facteur II de 55,5 ; 75,6 et 63,3 est observée après 4, 8 et 12 
jours de régime carencé des rats QQ. Cela s’accompagne d’une augmentation très importante 
du temps de quick (supérieur à 100 secondes) pour certains individus (figure 34). Les rats CC 
montrent une diminution significative du facteur II après 8 jours de carence et une tendance 
après 4 et 12 jours. Comme pour les résultats précédents les individus CC présentent une 
hétérogénéité en termes de diminution du facteur II.  Ces résultats montrent clairement une 
différence de sensibilité à la carence à la vitamine K pour le maintien de la coagulation avec 
une forte sensibilité pour les rats QQ. 
Ces résultats mis en parallèles avec ceux de la diminution en MK4 testiculaire semblent 
indiquer une indépendance entre synthèses des PVKD liés à la coagulation et à la teneur en 
vitamine K tissulaire.  
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Figure 33 : Facteur II chez des rats mâles SD, CC, FF et QQ après 0, 4, 8 et 12 jours de 
régime synthétique sans ménadione. 
 
 
 
Figure 34 : Temps de quick chez les rats mâles SD, CC, FF et QQ après 0, 4, 8 et 12 jours 
de régime synthétique sans ménadione. 
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7.4.2.3 Ostéocalcine plasmatique 
 
Avant la mise en carence, les rats CC ont 2,8 fois plus d’ucOC plasmatique que les rats SD 
(figure 35). Après 12 jours de subcarence les rats CC montrent une augmentation de 95,8% 
de l’ucOC comparativement à J0. La subcarence ne semble pas avoir d’effet sur les 
concentrations en ucOC plasmatique des rats SD montrant une fois encore que la subcarence 
en vitamine K chez les rats SD n’est pas efficace. 
 
 
Figure 35 : Ostéocalcine plasmatique non-gamma-carboxylée chez des rats mâles SD et 
homozygotes C139 soumis à un régime synthétique sans ménadione pendant 12 jours. 
Valeurs exprimées en pourcentage du groupe SD J0. N = 4 à 6 par groupe. 
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7.4.2.4 Testostérone plasmatique 
 
L’évaluation des concentrations en testostérone plasmatique ne permet pas de mettre en 
évidence une modification de ce paramètre au cours du temps et quelque soit le génotype 
observé (figure 36).  
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Figure 36 : Testostérone plasmatique. 
Ces résultats ne sont pas en accord avec ceux de Shirakawa H en 2006 qui montre qu’une 
carence en vitamine K chez le rat induit une diminution du taux de testostérone plasmatique 
et qu’une supplémentation en MK4 l’augmente (Shirakawa et al., 2006). Dans cette étude les 
rats utilisés était exempt de flore intestinale « germ-free », mais dans une autre étude réalisée 
par la même équipe et aboutissant à la même conclusion les rats utilisés était des rats Wistar 
élevés en condition standard (Ito et al., 2011). Le rat Wistar est une souche régulièrement 
utilisée en expérimentation animale et ses besoins en vitamine K ne devraient pas s’éloigner 
des rats SD. Les rats CC se carencent de manière plus importante que les rats SD et devrait 
donc également est beaucoup plus sensible à un régime pauvre en vitamine K que le rat wistar. 
Si la carence en vitamine K explique à elle seule la diminution de la concentration en 
testostéronne plasmatique et testiculaire, une importante diminution devrait être retrouvée 
dans nos différentes lignées.  
Il est possible qu’un aspect méthodologique empèche d’observer les mêmes résultats que 
ceux obtenus par Shirakawa et Ito. Le dosage direct de la testostérone testiculaire permet de 
limiter les variations inter-individuelles au sein d’un même groupe est la différence entre 
animaux carencé et carencés est plus importante que lors du dosage de la testostérone 
plasmatique. Il serait intéressant dans le modèle de rats CC subcarencé d’évaluer cette 
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testostéronne testiculaire en prenant un effectif plus important et en réalisant ce dosage pas 
la même technique Elisa qu’utilisée dans ces 2 études pour pouvoir réellement conclure sur 
ce point.  
 
 
7.5 Conclusion 
 
Ce 3 ème axe a permi de commencer à évaluer l’impact des différentes mutations entre les 
différentes lignées sur la réponse à la subcarence en vitamine K. Le rat SD (non muté pour 
Vkorc1) est le seul à ne pas être influencé par la carence quelque soit le paramètre observé à 
l’exeption de la MK4 tissulaire.  
Etonnament le rat FF ne semble pas affecté au niveau de la coagulation mais beaucoup plus 
sur la MK4 tissulaire par rapport aux autres lignées. Pour cette raison il pourait être un modèle 
plus interessant que le rat CC pour l’exploration des calcifications vasculaires. Il serait donc 
interessant d’évaluer la réponse de cette lignée face à la subcarence à long terme est sur 
l’apparition des calcifications vasculaires.  
L’ensemble des résultats présentés dans cet axe va être complété par l’analyse du statut basal 
en calcium tissulaire sur les différentes lignées et dans différents organes et de l’expression 
des différents transcrits impliqués dans le cycle de la vitamine K.  
Ces résultats mis en commun devraient faire l’objet d’un article à paraitre dans le journal 
« Nutrients » en février 2018. 
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8 OBJECTIF 4 : VKORC1L1 
 
8.1 Objectif  
 
Le modèle de subcarence chez les rats mâles CC présenté dans l’objectif 2 provoque des 
calcifications artérielles importantes. De manière inattendue, ces calcifications sont 
remarquablement visibles dans les testicules des rats. Cette localisation n’avait jamais été 
suggérée dans la littérature et en particulier dans les études cliniques développées chez des 
patients traités à la warfarine ou dans les modèles utilisant ce même anticoagulant.  
Des travaux relatifs au métabolisme de la vitamine K et en particulier les travaux sur 
VKORC1L1 ont montré que cette enzyme est particulièrement abondante dans certains tissus 
extrahépatiques comme les testicules (Hammed et al., 2013). Cette enzyme s’avère 
également être plus résistante à la warfarine que son homologue VKORC1. 
Dans les tissus extrahépatiques présentant une forte activité VKORC1L1, il est probable que 
la résistance de cette enzyme face aux AVK permette de garder un recyclage efficace de la 
vitamine K. La quantité de vitamine K nécessaire à la prévention du développement de 
calcifications vasculaires est alors maintenue. Cette hypothèse permettrait d’expliquer 
pourquoi dans la littérature il n’a pas encore été reporté, ni chez l’Homme ni chez les rats, de 
cas de calcifications vasculaires dans les tissus exprimant fortement l’enzyme VKORC1L1 lors 
d’un traitement au long cours aux AVK. Tout au contraire, le modèle présenté dans le second 
objectif est basé sur la subcarence en vitamine K et non l’inhibition de VKORC1. La déplétion 
vitamine K, observée dans ce modèle, le rend vraisemblablement moins dépendant du 
recyclage de la vitamine K époxyde par VKORC1L1. 
Afin de mieux comprendre le rôle de l’enzyme VKORC1L1, une première étude a été effectuée 
pour comparer les facteurs de résistance relatifs entre VKORC1 et VKORC1L1 face aux 
principaux AVK commercialisés. Une approche en biologie moléculaire a également été 
réalisée pour essayer d’identifier les acides aminés responsables de cette plus forte 
résistance. Cette étude a fait l’objet d’un article publié dans la revue « Biochemistry & 
Molecular Journal » en 2016. Il est présenté de la pages 134 à 144 de ce manuscrit. 
La disponibilité d’un inhibiteur de VKORC1L1 très efficace in vivo sur VKORC1L1 extra-
hépatique et en particulier sur l’enzyme testiculaire, sans être inhibiteur de VKORC1, 
permettrait d’objectiver le rôle de VKORC1L1 dans les calcifications vasculaires et tout  
particulièrement   dans les calcifications testiculaires. Un tel inhibiteur permettrait de réaliser 
une sorte de « KO chimique ». 
L’USC 1233 possède une chimiothèque confidentielle de plus d’une centaine de molécules 
ayant une activité anticoagulante (antivitamine K). Dans cet objectif, un travail de « screening » 
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in vitro de cette chimiothèque a été réalisé pour identifier un ou plusieurs inhibiteurs 
spécifiques. 
 
8.2 Résultats 
8.2.1 Propriétés de VKORC1L1  
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8.2.2 Vers un inhibiteur spécifique de VKORC1L1 
 
Sur l’ensemble des molécules présentent dans la chimiothèque, 121 ont été utilisées pour 
effectuer une estimation de l’IC50 sur l’enzyme VKORC1L1. La méthodologie adoptée pour la 
détermination de ces IC50 était équivalente à celle mise en place dans l’article présenté 
précédemment.   Parmi les 121 molécules étudiées, 31 d’entre elles présentaient une IC50 
inférieure à 1μM. Cette valeur seuil de 1 μM a été défini pour différencier les molécules 
potentiellement actives de celles qui ne le sont pas ou peu.  
La capacité d’inhibition de ces 31 molécules sur l'activité VKORC1(YY) a également été 
réalisée. Le facteur de résistance VKORC1L1 / VKORC1(YY) était en moyenne de 22 (±14) 
pour une médiane de 20,3. Le rapport minimum était de 2,26 et maximum de 60,3. Ces 
résultats confirment bien la plus grande résistance de VKORC1L1 face aux AVK 
comparativement à VKORC1 non mutée. Les rapports étant tous supérieurs à 1 aucune de 
ces molécules ne peut être utilisée pour essayer d’inhiber spécifiquement VKORC1L1 chez 
les rats non mutés pour le gène VKORC1 (rats SD ou YY).  
Les rats CC sont reconnus pour être résistants à certains AVK. Il est probable que parmi les 
31 molécules qui fonctionnaient bien sur VKORC1(YY) certaines d’entre elles le soient 
beaucoup moins sur VKORC1(CC) permettant ainsi une utilisation comme inhibiteur de 
VKORC1L1 dans la lignée CC. Pour répondre à cette question, ces 31 molécules ont 
également été testées sur l’enzyme VKORC1(CC). Le facteur de résistance VKORC1L1 / 
VKORC1(CC) était en moyenne de 1,09 (1,29) pour une médiane de 0,55.  Le rapport 
minimum était de 0,011 et le rapport maximum de 4,23. 
 
Parmi ces 31 molécules, 3 d’entre elles ont retenu notre attention pour leur ratio 
VKORC1L1/VKORC1(CC) faible et leur structure intéressante. 
 
? La molécule (A) avec le ratio le plus faible de 0,11 pour une IC50 sur VKORC1L1 de 
0,187 μM et de 17,0 μM pour VKORC1(CC). 
 
? La molécule (B) avec un rapport de 0,155 pour une IC50 sur VKORC1L1 de 0,898 μM 
et 5,78 μM pour VKORC1(CC). 
 
? La molécule (C) avec un ratio de 0,026 pour une IC50 sur VKORC1L1 de 0,340 μM et 
13,1 μM pour VKORC1(CC). 
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Pour être un bon inhibiteur in vivo ces molécules doivent pouvoir être métabolisées lentement 
afin d’éviter des administrations trop fréquentes aux animaux. Elles doivent aussi pouvoir 
présenter une bonne distribution tissulaire, et notamment dans les organes cibles. Cette 
vitesse d’élimination et cette distribution tissulaire ont été évaluées dans le foie et les testicules 
1 jour, 2 jours et 6 jours après un gavage à 5 mg/kg chez des rats SD. Le temps de quick a 
également été mesuré à ces différentes échéances.  
Dans le foie, l’inhibiteur « C » se retrouve en très faible quantité (0,72 μg/g) 24h après 
l’administration. À cette même échéance, des pics correspondant très certainement à des 
métabolites de ce composé « C » apparaissent à des concentrations importantes (figure 37a). 
Après 6 jours, la concentration hépatique en composé « C » est diminuée de 65% par rapport 
à J1. Dans les testicules, la concentration est encore plus faible et se situe en dessous des 
limites de quantifications (<1 μg/g). Le temps de coagulation n’est pas augmenté, quelle que 
soit l’échéance observée.  
Ces résultats indiquent que la molécule « C », même si elle est un bon inhibiteur de 
VKORC1L1 in vitro, ne sera pas capable in vivo d’inhiber l’enzyme VKORC1L1 dans les 
testicules à cause d’une métabolisation trop rapide et une concentration trop faible dans 
l’organe cible.  
 
 
Figure 37 : Exemple de chromatogrammes après 1 jour (a), 2 jours (b) et 6 jours (c) 
d'administration de 5 mg/kg par gavage de l'inhibiteur "A" de VKORC1L1. (d) foie blanc 
supplémenté avec 0,144 μg/g de composé « C ». Encerclé en rouge : pic correspondant au 
composé « C ». Encerclé en vert : métabolites non identifiés du composé « C ». 
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Figure 38 : Concentration hépatique en μg/g de l'inhibiteur "C", 1, 2 et 6 jours après un 
gavage à 5mg/kg. Résultats exprimés en moyenne (E.T). n = 2 à 3 par groupe. 
 
Les composés « A » et « B » présentent une structure différente au composé « C ». Cette 
différence structurelle pourrait permettre une métabolisation plus lente et une bonne 
distribution tissulaire et présenter ainsi les caractéristiques requises pour inhiber efficacement 
VKORC1L1 in vivo. Pour le moment les composés « A » et « B » ne sont plus disponibles en 
quantité suffisante pour réaliser ces essais. Dans l’attente d’une nouvelle synthèse de ces 
composés, le travail de screening de la chimiothèque continue pour identifier de nouvelles 
molécules inhibitrices de VKORC1L1. 
 
 
8.3 Conclusion 
 
Les calcifications observées dans le modèle de subcarence que nous proposons sur une 
lignée de rats introgressés (CC) présentent une localisation testiculaire caractéristique. Cette 
localisation n’a jamais été retrouvée dans les modèles de calcification utilisant des AVK. La 
publication de Hammed A et al. (2013) a démontré que VKORC1L1 est, en particulier, présent 
dans le testicule et que VKORC1L1 est peu sensible à la warfarin. Néanmoins, très peu de 
travaux ont, à ce jour, été publiés sur cette enzyme et il manquait de nombreuses informations 
relatives à la résistance de cette enzyme. Ce travail a été réalisé et a fait l’objet de la 
publication jointe. Cette publication montre que pour l’ensemble des molécules AVK 
commerciales VKORC1L1 est clairement plus résistante que VKORC1 . Nous avons ajouté à 
cette publication des résultats préliminaires sur le screening d’une chimiothèque de dérivés 
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coumariniques inhibiteurs de VKORC1. Aucune molécule « screenée » n’a  présenté une 
activité d’inhibition de VKORC1L1 supérieure à VKORC1. Dans la mesure où notre modèle 
est basé sur des rats présentant une VKORC1 mutée en Y139C, il est nécessaire, a minima, 
de disposer d’un inhibiteur peu efficace sur VKORC1 (CC) mais efficace sur VKORC1L1. Trois 
molécules ont présenté ce profil souhaité. Néanmoins, un inhibiteur utilisable in vivo doit 
atteindre sa cible avec une forte concentration et une présence importante. De plus, il est 
également important que les concentrations hépatiques obtenues ne soient pas inhibitrices de 
la synthèse des facteurs de coagulation. Ces points relevant de la pharmacocinétique sont en 
suspens actuellement. 
 
L’enzyme VKORC1L1 est beaucoup plus résistante que l’enzyme VKORC1 face aux différents 
AVK. Il est par conséquent difficile de trouver un inhibiteur spécifique de VKORC1L1. Chez 
les rats CC la différence de résistance entre VKORC1 et VKORC1L1(CC) est beaucoup plus 
faible et parfois inversée. Chez ces rats il serait donc possible de trouver un inhibiteur 
spécifique de VKORC1L1. Un tel inhibiteur permettrait de mieux comprendre les rôles de 
VKORC1L1 dans les tissus extrahépatiques l’exprimant fortement et permettrait de voir son 
implication ou non dans le développement des calcifications vasculaires. La réalisation d’un 
KO VKORC1L1 serait une solution beaucoup plus efficace pour atteindre ce but, mais aucune 
équipe de recherche n’a encore développé ce modèle d’étude.  
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9 DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
 
L’objectif de ce travail de thèse était de proposer et de caractériser un modèle de subcarence 
en vitamine K chez le rat, permettant d’établir de façon claire un lien de causalité entre cette 
subcarence et l’apparition de calcifications vasculaires.  
Pour satisfaire cette exigence, la restriction en vitamine devait (i) entrainer une forte diminution 
de l’activité des PVKD extrahépatiques impliqués dans l’inhibition des calcifications 
vasculaires et (ii) maintenir une activité suffisante aux facteurs de la coagulation vitamine K 
dépendant pour assurer le maintient de l’hémostase.  
Dans cette discussion, la partie sur le modèle de subcarence ainsi que la partie plus spécifique 
des calcifications vasculaires seront donc abordées.  
 
9.1 Carence en vitamine K 
 
Dans ce travail de thèse, deux régimes pauvres en vitamine K ont été créés. Un régime était 
de type naturel avec le remplacement de l’orge, qui pouvait être une source de PK, par de 
l’amidon de maïs et le second était de type synthétique avec utilisation d’ingrédients limitants 
au maximum les apports en vitamine K. Dans ce dernier régime, seule la caséine n’a pas pu 
être remplacée et est reconnue comme pouvant apporter une part non négligeable de PK dans 
l’alimentation des rongeurs de laboratoire (Fu et al., 2007). Ces 2 régimes sans ménadione 
présentaient une concentration en vitamine K (MK4 + PK) inférieure à 20 ng/g ce qui est 
normalement insuffisant pour maintenir une coagulation normale chez le rat mâle SD. Dans 
les différentes expérimentations aucune modification de la coagulation n’est cependant 
observée après 16 jours de carence chez les rats SD et après 3 mois chez les rats YY. Si la 
coagulation est maintenue, c’est que ces rats tirent leur apport en vitamine K dans une autre 
source que l’alimentation.  
Au cours de la carence, le dosage hépatique de la vitamine K montre une absence de PK ce 
qui est un résultat attendu puisque cette forme est absente de l’alimentation et ne peut pas 
être synthétisée de novo. En accord avec d’autres études sur la carence, la MK4 est également 
absente ou présente en dessous de la limite de quantification dans le foie. L’analyse du 
chromatogramme montre la présence d’un pic important indiquant une forte concentration de 
ce qui pourrait être une MK à longue chaine. Ce composé est élué après la MK7 ce qui laisse 
à penser qu’il s’agirait d’une MK8, MK9 ou MK10, mais l’absence de standards empêche sont 
identification précise. 
Ces MK à longues chaines peuvent être synthétisées par les bactéries de type bactéroïdes et 
bifidobacteria dans la partie distale du tube digestif (Koivu-Tikkanen et al., 2000) (Conly and 
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Stein, 1992). Cette synthèse est effectuée même en absence de PK ou de MD alimentaire et 
représenterait une quantité de 6 μg/rat au niveau du gros intestin (Uchida et al., 1986). Dans 
cette partie du tube digestif l’absence de sels biliaires rend difficile l’absorption des nutriments 
et encore plus du fait de la longueur importante de la chaine latérale prényle rencontrée. Une 
majorité de ces MK se retrouvent alors dans les fécès pour une quantité estimée à 10-20 μg 
par jour. Cette quantité serait suffisante pour répondre aux besoins quotidiens des animaux.  
Les rats sont des animaux coprophages, et cette activité qui concerne plus de 50 % de leurs 
fécès leur garanti en milieu naturel un apport indispensable en vitamine B12 et acide folique 
(Ebino, 1993). Dans le cas des expérimentations en carence réalisées au cours de ce travail 
de thèse, les animaux puisent une petite partie de la vitamine K dans l’alimentation et par la 
réingestion de leurs fécès. Les MK avec une chaine latérale supérieure à 6 unités prényles 
(MK6) ne montrent presque plus d’activité GGCX contrairement à la PK et aux autres MK 
(Buitenhuis et al., 1990b). Des travaux préliminaires réalisés à l’USC1233 montreraient 
également une absence d’activité VKOR lorsque les MK à longues chaines sont utilisées 
comme co-substrat. Bien que non-active in vitro, les MK à longue chaine comme la MK9 
permettent in vivo d’améliorer la coagulation chez des rats ayant une hypothrombinémie 
(Akiyama et al., 1995). Cette amélioration reste moins importante qu’avec la MK4 et la PK (Will 
et al., 1992). Pour exercer leur activité in vivo ces MK à longues chaines sont clivées dans un 
premier temps puis prénylées par UBIAD1 pour être converties en MK4 directement utilisable 
par les différents tissus de l’organisme.   
L’absence de modification de la coagulation et de calcification vasculaire chez les rats SD et 
YY montre que les besoins en vitamine K sont entièrement assurés pour ces animaux bien 
que la carence entraine une diminution de la concenration en MK4 tissulaire (MK4 testiculaire). 
Pour obtenir une réelle carence chez ces rats il faudrait, soit totalement prévenir la 
coprophagie ce qui n’est possible qu’en utilisant un dispositif contraignant comme celui utilisé 
dans l’étude de Ohta A en 1996 (Ohta et al., 1996,), soit remplacer 50% de l’alimentation 
carencée par du riz blanc. Ces méthodes ne sont pas idéales et aboutissent à un état de 
carence avancée entrainant l’apparition de syndromes hémorragiques et une forte mortalité. 
Ces stratégies ne permettent donc pas d’établir un modèle d’étude de subcarence et de ses 
calcifications associées. 
Les rats CC présentent un cycle de la vitamine K incomplet avec production in vitro et in vivo 
de 3-OH-vitamine K qui est un métabolite inactif (Preusch and Suttie, 1984), (Fasco et al., 
1983), (Matagrin et al., 2013). La perte en vitamine K, consécutive à ce métabolisme anormal, 
se traduit par des besoins fortement augmentés. La coprophagie ne permet plus dans ce cas 
de compléter les apports alimentaires et les rats présentent alors une diminution de l’activité 
du facteur II, une légère augmentation du temps de quick, une très forte diminution (limite de 
quantification) de la vitamine K tissulaire (MK4 testiculaire), une augmentation de l’ucOC 
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plasmatique, une augmentation de l’ucMGP tissulaire et la progression de calcifications 
vasculaires. Ces altérations de la coagulation restent relativement faibles et ne 
s’accompagnent pas d’effet clinique notable (quelques rares cas de mortalité par hémorragie 
sont tout de même relevés).  
De manière surprenante bien que la MGP se retrouve sous sa forme non-gamma-carboxylée 
chez ces rats CC subcarencés, les facteurs de la coagulation restent assez faiblement 
impactés. Une explication possible est que le foie, qui est le premier organe assurant la 
filtration de la circulation veineuse intestinale via la veine porte, capte en premier le peu de 
vitamine K disponible issue de l’alimentation ou de la coprophagie. Il l’utilise alors directement 
pour les besoins de la synthèse des PVKD hépatiques représentés par les facteurs de la 
coagulation. La fonction vitale de coagulation est alors maintenue au détriment de la fonction 
d’inhibition des calcifications vasculaires assurée par des PVKD extrahépatiques comme la 
MGP. 
La concentration en ucOC plasmatique augmente également au cours de la subcarence des 
rats CC. L’ostéocalcine est une des principales protéines non-collagéniques de l’os (Price et 
al, 1976). Il s’agit d’une PVKD synthétisée par les ostéoblastes. Sous sa forme gamma-
carboxylée (cOC), l’ostéocalcine présente une forte affinité pour le calcium, se fixant ainsi à 
l’hydroxyapatite de l’os. Son rôle dans l’os reste néanmoins obscur. Des études récentes ont 
proposé que sous sa forme non gamma-carboxylée (ucOC) elle agirait en fait comme une 
hormone produite par l’os en jouant un rôle majeur dans la régulation du métabolisme 
glucidique (Lee et al, 2007; Ferron et al, 2008; Ferron et al, 2012). L’ucOC peut être soit 
produite non-gamma-carboxylée, soit être dégamma-carboxylée. Elle est alors libérée dans la 
circulation plasmatique, et pourrait ainsi assurer la communication entre le tissu osseux, le 
pancréas et le tissu adipeux. Sous sa forme ucOC, elle stimule la sécrétion d’insuline par le 
pancréas, stimule la sécrétion d’adiponectine par le tissu adipeux et rend en même temps ce 
dernier plus sensible à l’action de l’insuline (Lee et al, 2007; Ferron et al, 2008; Ferron et al, 
2012). L’ucOC serait donc une hormone hypoglycémiante. Bien que démontré au niveau 
mécanistique uniquement chez la souris, il semble que cette hypothèse puisse aussi être 
vérifiable chez l’Homme comme le suggère plusieurs études cliniques qui mettent en relation 
le rapport ucOC/cOC circulant et différents paramètres métaboliques (masse corporelle, 
masse adipeuse, obésité, glycémie, insulinémie, diabète de type 2, adiponectinémie…) 
(Movahed et al, 2012 ; Lu et al, 2012 ; Abseyi et al, 2012 ; Bao et al, 2012). Certains résultats 
restent néanmoins contradictoires et le lien causal entre la production d’ucOC et de cOC et la 
régulation de l’homéostasie glucidique reste à établir. 
 
Comme il a déjà été décrit dans la littérature, les femelles sont moins sensibles à la carence 
que les mâles (Mameesh and Johnson, 1959), (Metta and Johnson, 1960) (Huber et al., 1999) 
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ce qui se traduit ici par un maintien de l’activité des facteurs de la coagulation vitamines K 
dépendant proche de 100% et de calcifications vasculaires moins importantes. Les différentes 
explications face à cette résistance incluent celles (i) d’un besoin plus important en vitamine K 
chez les mâles que la femelle (ii) d’une coprophagie plus grande chez la femelle (iii) des effets 
des hormones sexuelles (iv) d’une meilleure absorption intestinale et/ou (v) d’une plus grande 
production de MK par le microbiote (Huber et al., 1999).  
 
En 2016 Yanni Mi a proposé un modèle de carence en vitamine K chez le rat mâle SD en 
administrant quotidiennement en plus d’un régime carencé en vitamine K, une dose de 
30 mg/kg de gentamicine pendant 2, 3 et 4 semaines (Mi et al., 2016). Dans ce modèle 
l’utilisation d’antibiotique permet de limiter la production de MK par la flore digestive et induit 
une diminution de l’activité du facteur II et du temps de quick. Ces variations sont plus faibles 
que dans le modèle du rat CC subcarencé et apparaissent plus tardivement (après 21 à 28 
jours de traitement). Le gavage quotidien répété à la gentamicine reste un geste contraignant 
à la fois pour les animaux et l’expérimentateur. Enfin dans cette étude aucune information 
n’est communiquée sur l’évolution de la vitamine K tissulaire ni sur l’apparition d’éventuelles 
calcifications vasculaires.  
La vitamine E (alpha-tocophérol) peut accentuer la carence en vitamine K en rentrant en 
compétition avec elle dans l’absorption intestinale (Farley et al., 2012) et certains auteurs 
supplémentent l’alimentation en alpha-tocophérol pour essayer d’accentuer les effets d’un 
régime carencé. L’utilisation d’animaux axéniques permet d’empêcher la synthèse de MK dans 
le tube digestif et permet encore une fois de diminuer les apports en vitamine K chez ces 
animaux.  
Le recours aux antibiotiques, à la vitamine E, et aux animaux axéniques pourrait être envisagé 
dans le but d’optimiser l’état de subcarence des rats CC utilisés dans ce travail de thèse.  
 
À la vue de l’ensemble de ces éléments, l’administration d’un régime déficient en vitamine K 
chez les rats mâles CC constitue un bon modèle de subcarence en vitamine K. Cela est 
possible grâce à un recyclage incomplet de cette vitamine qui se traduit par des besoins 
augmentés chez ces animaux. Cette subcarence permet le maintien de la fonction vitale de la 
coagulation, mais est suffisante pour induire des modifications notables sur la gamma-
carboxylation de la MGP et de l’ostéocalcine.  
Le niveau de gamma-carboxylation des autres PVKD comme Gas6, la périostine ou la 
transthyrétine devrait également être altéré dans ce modèle. Des modifications du 
métabolisme osseux et énergétique pourraient alors apparaitre spécifiquement chez ces 
animaux et pourraient être étudiées.  
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9.2 Calcifications vasculaires 
 
Après 3 mois de régime sans ménadione tous les rats mâles CC présentent des calcifications 
de la média artérielle. Ces calcifications sont détectées dans les poumons et la crosse aortique 
par μCT comme cela a déjà été observé chez des rats recevant des doses importantes de 
warfarine (Price et al., 1998).  
De manière étonnante des calcifications importantes sont également observées pour la 
première fois par μCT et par coloration de von-kossa dans les testicules de ces rats. Cet 
organe semble être particulièrement sensible aux calcifications induites par une subcarence 
en vitamine K et la MK4 dans ce tissu est normalement présente en quantité importante 
comparativement aux autres organes. Cette sensibilité n’a jusqu’à ce jour jamais été reportée 
même dans le modèle de calcification basé sur l’utilisation de warfarine (Price et al., 1998). En 
plus d’avoir une forte concentration en MK4, les testicules présentent un niveau d’expression 
important d’enzyme UBIAD1 permettant la synthèse de MK4 de novo et une bonne activité 
GGCX. L’activité VKOR est également importante avec une participation de VKORC1L1 à 
hauteur de 50% de cette activité ce qui en fait l’organe dont l’activité VKORC1L1 est la plus 
forte (devant le foie, les reins, les poumons et le cerveau) (Hammed et al., 2013). Ces éléments 
laissent à penser que la vitamine K pourrait jouer un rôle important dans cet organe autre que 
celui d’être un cofacteur de la GGCX pour l’activation des différentes PVKD. La MK4 pourrait 
par exemple permettre la régulation de certains gènes (Tabb et al., 2003) ou la stimulation 
d’AMPc (Otsuka et al., 2004).  
Différentes études de l’équipe de Michio Komai montent que la carence en vitamine K chez 
les rats entraine une diminution de l’expression de gènes impliqués dans la biosynthèse du 
cholestérol et des hormones stéroïdiennes comme le Cyp11a. Ces mêmes rats présentent 
une diminution testiculaire et plasmatique en testostérone sans modification du taux 
plasmatique de l’hormone luténéisante (Shirakawa et al., 2006). Ces résultats montrent une 
action directe de la vitamine K sur la production de testostérone. La testostérone est 
synthétisée par les cellules de Leydig dans les testicules. Le dosage plasmatique de la 
testostérone dans les différentes expérimentations de ce travail de thèse n’a cependant jamais 
réussi à mettre en évidence une relation entre carence et sécrétion de cette hormone. La 
testostérone est une hormone pulsatile et il est possible qu’un aspect méthodologique 
manquant empêche l’observation de ce phénomène dans ce travail. Le dosage direct de la 
testostérone testiculaire devrait limiter les variations circadiennes et pourrait permettre 
d’observer un effet de la subcarence sur ce paramètre.  
Les autres tissus observés dans les différentes expérimentations comme le foie et les reins 
sont moins sensibles aux calcifications médiales. Bien que la concentration en calcium 
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augmente dans ces tissus, les calcifications ne sont pas visibles par μCT. Des techniques plus 
sensibles que le μCT sont nécessaires pour pouvoir les observer. Il est également possible 
que la concentration en calcium et phosphate dans ces tissus soit insuffisante pour induire 
l’apparition de ces calcifications ou que les mécanismes d’inhibitions soient encore assez bien 
préservés.  
Les calcifications médiales observées sont dues, au moins en partie, à une très forte 
diminution de gamma-carboxylation de la MGP. En effet, il existe une corrélation positive 
systématique entre l’accumulation de calcium tissulaire et le score de MGP non-gamma-
carboxylée. Le rôle primordial de la MGP dans le processus d’inhibition des calcifications est 
largement accepté sans que le mécanisme d’action ne soit clairement déterminé. La MGP 
pourrait agir en se fixant directement sur les cristaux d’hydroxyapathite en formation, en 
agissant indirectement avec BMP2 ou encore par d’autres mécanismes inconnus. L'absence 
d'activation de la MGP due à une carence en vitamine K peut facilement expliquer le 
développement des calcifications artérielles observées chez les rats CC subcarencés. D’un 
point de vue cellulaire, il serait intéressant de réaliser une culture primaire des VSMC issus de 
l’aorte des rats CC afin d’étudier le processus de différenciation de ces VSMC en OST-L induit 
par une carence en vitamine K du milieu de culture.  
La GRP est également présentée comme un inhibiteur de calcifications vasculaires sous sa 
forme gamma-carboxylée (Viegas et al., 2009). Elle s’accumule dans les mêmes zones que la 
MGP, mais elle reste moins étudiée et décrite dans la littérature. Le développement d’outils 
moléculaires spécifiques à la GRP du rat permettrait d’évaluer plus en détail le rôle de cette 
PVKD comme inhibiteur de calcifications vasculaires dans notre modèle.  
Chez des rats mâles présentant des calcifications médiales induites par l’administration de 
warfarine, l’administration de MK4 sur plusieurs semaines permettrait de reverser ces 
calcifications (Schurgers et al., 2007b). Une étude similaire a été réalisée au cours de ce travail 
de thèse (non présentée) avec utilisation des rats CC subcarencés pour l’induction des 
calcifications. Les résultats observés n’ont pas permis d’aboutir à la même conclusion que 
celle évoquée dans l’étude citée précédemment sur la capacité de la PK et de la MK4 à 
reverser ces calcifications.  Une forte variabilité sur le niveau des calcifications était retrouvée 
entre les animaux. De plus le régime A04 standard avec ménadione permettait d’observer les 
mêmes effets qu’avec une administration quotidienne de PK ou MK4. Si la cMGP permet 
d’inhiber les calcifications, il n’a jamais été montré sa capacité à éliminer des calcifications 
déjà présentes. Les rats utilisés dans ces études sont jeunes, la croissance n’est pas terminée 
et le volume des différents organes continue d’augmenter. Si des calcifications sont présentent 
et arrêtent de progresser, mais que l’organe lui continue sa croissance alors on notera une 
diminution relative des calcifications sans qu’aucun phénomène spécifique ne soit responsable 
de cette réversibilité. De nouvelles études sont à mener pour comprendre si la réversibilité des 
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calcifications vasculaires par la vitamine K est effectivement un phénomène actif. Dans ce cas-
là il serait intéressant de pouvoir développer et tester des nouvelles molécules permettant 
cette réversibilité. Le modèle CC qui est plus proche physiologiquement de la réalité de la 
subcarence que le modèle warfarine plus vitamine K pourrai aider à répondre à cette question. 
 
Les calcifications médiales ont été pendant longtemps caractérisées comme étant un 
phénomène passif. On sait aujourd’hui que ces calcifications sont le fruit de régulations fines 
et complexes. Elles ne sont normalement pas accompagnées d’inflammation comme dans le 
cas de l’athérosclérose. Elles entrainent cependant une diminution de la compliance artérielle 
ce qui va engendrer une résistance à l’écoulement. Ces résistances vont favoriser l’apparition 
d’hypertension et une augmentation du risque cardiovasculaire. Il est probable que les rats CC 
présentent également une certaine élévation de leur pression artérielle. En réponse à cette 
augmentation de la pression artérielle, il est possible qu’une angiogenèse se mette en place 
avec une augmentation de la microcirculation notamment dans les tissus très affectés par les 
calcifications et bien vascularisés comme les testicules. Des études avec une approche 
physiologique sont à mener dans ce sens.  
 
Les modèles animaux de subcarence en vitamine K pour étudier les phénomènes de 
calcification vasculaire sont manquants dans la littérature. Des rats traités à la warfarine à 
raison de 100 mg/kg/jour présentent des calcifications vasculaires, mais seulement sur les 
animaux en croissance et moins sur les animaux âgés.  De plus, le dosage nécessaire pour 
induire les calcifications est d’ordre pharmacologique et implique l’utilisation d’une forte dose 
quotidienne de phylloquinone pour éviter la mort par hémorragie des animaux.  
Le rat CC est un modèle beaucoup plus simple à mettre en place et plus proche de la réalité 
physiologique de la subcarence en vitamine K. Quand ces rats sont maintenus dans des 
conditions standard d’hébergement et de nourriture, ils ne présentent pas de calcification, la 
reproduction et la croissance sont normales, ils ne présentent pas de trouble de la coagulation 
ni de modification des paramètres biochimiques. L’apparition des calcifications ne nécessite 
aucune autre intervention sur l’animal que la mise en régime sans ménadione. Cela permet 
de réduire les actes sur les animaux ce qui améliore la prise en charge du bien-être animal et 
libère un temps important aux zootechniciens.  
Le rat CC est le premier modèle non invasif permettant le développement et l’étude de 
calcifications vasculaires médiales par l’induction d’un état de subcarence en vitamine K. Ce 
modèle pourrait aider à la meilleure compréhension de ces phénomènes retrouvés au cours 
du diabète, de l’insuffisance rénale chronique et du vieillissement chez l’Homme. 
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10 CONCLUSIONS GENERALE 
 
L’objectif de cette thèse était de proposer et de caractériser un modèle de subcarence en 
vitamine K chez le rat qui permet le maintien d’une coagulation suffisante tout en permettant 
l’observation de calcifications vasculaires. 
Pour répondre à cet objectif une lignée des rats possédant une mutation simple sur le 
gène Vkorc1 a été créée par introgression sur 10 générations à partir de rats sauvages mutés 
et de rats SD de laboratoire. Les rats issus de ce croisement présentaient des besoins 
augmentés en vitamine K tout en gardant les caractéristiques des rats SD. Cette augmentation 
des besoins est due à un recyclage moins efficace de la vitamine K par l’enzyme Vkorc1 que 
chez les rats non mutés.  
L’administration d’un régime standard de laboratoire sans ménadione pendant plusieurs 
semaines chez les rats mâles de cette lignée se traduit par une diminution de l’activité des 
facteurs de la coagulation vitamines K dépendants mais la coagulation reste cependant 
maintenue. Une augmentation importante de l’ucOC plasmatique et de l’ucMGP tissulaire et 
également observée et s’accompagnent de l’apparition de calcifications médiales des parois 
vasculaires. Ces calcifications sont retrouvées de manière importante dans les poumons, 
l’aorte et les testicules et progressent avec la durée du régime. Ces modifications biologiques 
ne sont observées que si l’on associe les deux éléments : rats CC et alimentation sans 
ménadione. Cette alimentation chez le rat SD ou une alimentation usuelle chez le rat CC ne 
provoquent pas ces calcifications. 
Ces calcifications médiales sont également retrouvées chez l’Homme dans le cadre du diabète 
de type II, de l’insuffisance rénale chronique ou encore au cours du vieillissement. Le modèle 
développé dans ce travail pourrait aider à une meilleure compréhension des mécanismes mis 
en jeu dans le développement de ce type d’affection et notamment sur le rôle des PVKD 
inhibitrices des calcifications comme la MGP ou la GRP.  
Ces calcifications sont la partie visible et facilement observable de la conséquence de la 
subcarence en vitamine K dans ce modèle. Il existecependant de fortes probabilités pour que 
le niveau de gamma-carboxylations des autres PVKD comme la périostine, Gas6 ou la 
transthyrétine, soit également affecté par cette subcarence.  
Contrairement à d’autres modèles de calcifications existants, aucune manipulation sur l’animal 
n’est requise dans ce modèle, à part la mise sous une alimentation standard sans ménadione 
pendant plusieurs semaines. Cela permet de maintenir le bien-être animal en diminuant les 
actes expérimentaux garantissant ainsi le principe de « rafinement » de la règle des 3R.  
Il est difficile d’étudier les rôles de la vitamine K chez l’Homme et chez le rat à cause d’un 
recyclage très efficace. De nouvelles études sont à mener avec ce modèle de subcarence 
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pour mieux comprend le rôle de la vitamine K, dans la régulation de l’équilibre énergétique, la 
prévention des calcifications vasculaires, la réponse à l’inflammation ou encore son lien avec 
la production de testostérone. Ce modèle peut également être utilisé pour évaluer les 
adaptations circulatoires mises en jeu en réponse aux calcifications médiales. Le lien potentiel 
entre calcifications médiales et athérosclérose pourra également être envisagé. 
 
Enfin ce travail de thèse a permis de montrer pour la première fois et de manière forte l’exitance 
d’une relation entre mutation du gène VKORC1 et calcifications vasculaires. Des SNP sur le 
gène VKORC1 peuvent également exister chez l’Homme et il est probable dans ces 
populations les besoins en vitamines K soient spécifiquement augmentés. 
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